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|  RESUMO
A cavidade oral acomoda uma flora microbiana muito heterogénea que se organiza, na 
superfície do dente, em comunidades polimicrobianas complexas, chamadas biofilmes. 
Ainda que os biofilmes exibam uma atitude genericamente comensal, a acumulação 
de depósitos bacterianos na superfície dentária exacerba a resposta inflamatória 
periodontal por forma a corresponder ao desafio microbiano. Contudo, essa forma de 
organização dificulta a resposta do hospedeiro tornando essenciais as intervenções 
mecânicas e químicas sobre o biofilme no controlo das doenças associadas à placa 
bacteriana. 
O primeiro estudo realizado, um ensaio clínico randomizado, crossover e duplamente 
cego, utilizando um modelo de mau hálito matinal em voluntários saudáveis, teve 
como objetivo a comparação do efeito redutor de dois colutórios antibacterianos orais, 
com ou sem controlo mecânico prévio da placa bacteriana, nos níveis de compostos 
sulfurados voláteis (CSV), marcadores substitutos do metabolismo bacteriano. Este 
estudo mostrou que a instrumentação mecânica, per se, não tinha um impacto 
significativo na redução de CSV, nem potenciava significativamente a ação dos 
colutórios com ação antimicrobiana e neutralizante do odor. A ação química de ambos 
os colutórios mostrou-se similar na redução significativa de CSV que persistiu por pelo 
menos 5 horas. 
O estabelecimento de terapias mais eficazes contra as doenças associadas à placa 
bacteriana passa inevitavelmente pela melhor compreensão da organização e sucessão 
microbiana nos biofilmes e da sua interação com o hospedeiro. A compreensão dos 
fenómenos etiopatogénicos associados à periodontite, assume particular importância 
pelo seu carácter irreversível e pela morbilidade que lhe está associada. A invasão 
dos tecidos periodontais tem sido recorrentemente apontada como fator chave 
na disrupção do equilíbrio microbiota-hospedeiro, fenómeno que está na base 
da periodontite. Nesse sentido, foi elaborada uma revisão sistemática por forma a 
determinar o nível de evidência científica existente sobre a relação entre a invasão do 
periodonto por patogénicos periodontais e as doenças periodontais. Após a pesquisa 
sistemática, até janeiro de 2014, nas bases de dados Medline, PubMed, Cochrane-
central, ISI Web of Knowledge e SCOPUS foram incluídos 3 estudos caso-controlo que 
compararam a presença de bactérias, intracelulares ou aderentes às células epiteliais, 
em bolsas periodontais versus sulcos gengivais saudáveis. O desenho caso-controlo 
(observacional) de todos os estudos incluídos, o reduzido número de estudos, a 
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heterogeneidade metodológica e os dados imprecisos ou escassos determinaram o 
perfil de muito baixa qualidade de evidência. Demonstrou-se que não existe evidência 
científica suficiente para suportar ou excluir a invasão de patogénicos periodontais 
como um passo chave na etiopatogénese da doença periodontal. 
Para a clarificação desta relação é essencial visualizar, discriminar, localizar e quan-
tificar uma flora polimicrobiana intragengival de forma reprodutível, rápida e pouco 
onerosa. Para tal, foram desenvolvidas duas sondas de ácido peptídico nucleico (PNA) 
para a identificação e co-localização de Porphyromonas gingivalis (PgPNA1007) e 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (AaPNA235) na placa sub-gengival e em 
biópsias de tecidos gengivais, pelo método de hibridação in situ fluorescente (FISH). 
Superando algumas das limitações das sondas convencionais de DNA, as sondas 
de PNA trazem robustez e maior sensibilidade e especificidade à técnica de FISH 
convencional. A análise in silico determinou uma sensibilidade e especificidade de 
100% para a sonda PgPNA1007 e 100% de sensibilidade e 99,9% de especificidade para 
a sonda AaPNA235. As melhores condições de hibridação foram encontradas a 59°C, 
durante 150 min. Ademais, as sondas desenvolvidas permitiram observar, pela primeira 
vez, a distribuição espacial simultânea destas espécies em biópsias de tecido gengival 
organizado, pelo método de FISH. Para clarificar a organização e sucessão microbiana 
nos biofilmes e sua interação com o hospedeiro, bem como a resposta às intervenções 
mecânicas e químicas, mais estudos são necessários, para os quais apresentamos uma 
técnica molecular com grandes potencialidades.
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|  ABSTRACT
The oral cavity accommodates a very heterogeneous microbial flora which organizes 
itself in complex polymicrobial communities, called biofilms, on the tooth surface. 
Although biofilms are generally commensal, the accumulation of bacterial deposits on 
the tooth surface exacerbates the periodontal inflammatory response to the increased 
microbial challenge. However, as this form of organization hinders the host response, 
external mechanical and chemical interventions on the biofilm have become essential 
in the control of plaque associated diseases.
Our first study is a randomized, crossover, double-blind clinical trial using a morning 
bad breath model with healthy volunteers. We aimed to compare the effect of two 
oral antibacterial mouthrinses on the volatile sulfur compounds (VSC) levels, products 
of bacterial metabolism, and evaluate the role of the mechanical plaque control when 
performed prior to mouthrinse use. Our study showed that mechanical instrumentation, 
per se, did not have a significant impact in reducing VSC, nor significantly potentiated 
the action of mouthrinses with antimicrobial activity and a neutralizing odor effect. 
The chemical action of both mouthrinses showed a similar significant reduction in 
VSC, which persisted for at least 5 hours. 
The development of more effective therapies against plaque associated diseases 
is inevitably dependent on a better understanding of microbial organization and 
succession in biofilms and their interaction with the host. A deeper understanding of 
the etiopathogenesis of periodontitis is particularly important given its irreversible 
nature and significant morbidity. Invasion of periodontal tissues by bacteria has 
been repeatedly pointed out as a potential triggering mechanism that disrupts the 
microbiota-host balance, leading to periodontitis. Accordingly, the second study was 
a systematic review conducted in order to determine the level of existing scientific 
evidence on the relationship between periodontal invasion, by periodontal pathogens, 
and periodontal diseases. After a systematic search of Medline, PubMed, Cochrane-
central, ISI Web of Knowledge and SCOPUS databases, up to January 2014, 3 case-
control studies comparing the presence of intracellular or adherent bacteria to 
epithelial cells from periodontal pockets versus healthy gingival sulci, were included. 
The case-control design (observational) of all included studies, the small number of 
studies, the methodological heterogeneity and inaccurate or sparse data determined 
a very low quality profile of evidence. The scientific evidence produced to date is, 
therefore, insufficient to support or exclude the invasion of periodontal pathogens as 
a key step in the etiopathogenesis of periodontal disease. 
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The ability to identify, discriminate, locate and quantify a polymicrobial intragingival 
flora in a reproducible, fast and cost-effective way is essential to be able to clarify 
this relationship. For that reason, we developed two PNA probes to identify and co-
locate P. gingivalis (PgPNA1007) and A. actinomycetemcomitans (AaPNA235) in 
subgingival plaque and gingival tissue biopsies by the FISH method. The PNA probes 
overcome some of the limitations of conventional DNA probes bringing robustness 
and greater sensitivity and specificity to conventional FISH technique. The in silico 
analysis determined 100% sensitivity and specificity for PgPNA1007 probe and 100% 
sensitivity and 99.9% specificity for AaPNA235 probe. The optimum hybridization 
conditions were found at 59 °C for 150 minutes. With our probes it was possible to 
observe, for the first time, the simultaneous spatial distribution of these species in 
gingival tissue biopsies, by FISH method. To clarify the organization and microbial 
succession in biofilms and their interaction with the host, as well as the response to 
mechanical and chemical interventions, further studies are required, for which we 
present a molecular technique with great potential.
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|  CONTEXTO
A confrontação com a complexidade e multidimensionalidade das doenças periodontais 
tem motivado as ciências biológicas básicas para uma investigação constante na área, 
almejando que cada novo achado possa contribuir para a compreensão detalhada deste 
grupo de patologias. De facto, nos últimos 50 anos, a evolução dos conceitos acerca 
das doenças periodontais tem acompanhado os avanços na microbiologia, bioquímica, 
imunologia, biologia molecular e genética. A escolha do trabalho a desenvolver, ao longo 
deste programa doutoral, assentou na reconhecida mais-valia da estreita colaboração 
entre clínicos e investigadores das ciências biológicas básicas tendo-se focado nas 
doenças periodontais associadas ao biofilme, mais concretamente nas periodontites 
crónica e agressiva. O mau hálito (ou halitose), embora não seja considerado uma 
verdadeira entidade nosológica, pela sua etiologia bacteriana em íntima relação com o 
biofilme periodontal, constituiu também objeto de estudo deste trabalho.
É amplamente reconhecido que a periodontite, nas suas formas crónica e agressiva, 
resulta de um desequilíbrio entre a microbiota subgengival e as defesas do hospedeiro, 
em indivíduos suscetíveis (Sanz M, 2011). Nos últimos anos, o estudo da inflamação e de 
outros mecanismos imunitários assumiu uma posição de maior destaque na equação 
hospedeiro-microbiota. E, embora fundamental para a compreensão dos fenómenos 
que conduzem à iniciação e progressão das doenças periodontais, esta alteração no 
foco da equação tem sido, por vezes, erradamente interpretada como evidência de 
um papel menos relevante da microbiota na etiologia das doenças periodontais (Teles 
R, 2013).
A relevância da microbiota na etiopatogenia da doença periodontal assumiu o seu 
expoente máximo no final da década de 80. Ainda que alguns estudos do final do 
século XIX tenham proposto uma natureza infeciosa para as doenças periodontais, 
são os trabalhos do fim dos anos 60 e durante a década de 70 os responsáveis por 
uma verdadeira mudança de paradigma.
Entre meados dos anos 20 e o início da década de 60 as doenças periodontais eram 
comumente divididas em inflamatórias ou degenerativas (Armitage GC, 2002). 
A designação de doenças periodontais inflamatórias estava reservada à gengivite e à 
periodontite. Ambas se encontravam associadas à presença de irritantes locais como 
a presença de ‘matéria alba’, cálculos e restaurações transbordantes. A impactação 
alimentar, o trauma oclusal, as deficiências nutricionais e fatores sistémicos desconhe-
cidos eram também apontados como importantes agentes etiológicos. 
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As doenças degenerativas como a ‘gengivose’ tinham por base certas doenças virais, 
doenças vesiculobulhosas e reações alérgicas. A designação de ‘periodontose’ era 
reservada para situações onde se observava a rápida perda de tecidos periodontais em 
pacientes relativamente jovens não se enquadrando, à data, nas doenças inflamatórias 
pela quase inexistência de sinais clínicos de inflamação e pela escassa quantidade de 
irritantes locais presentes (Armitage GC, 2013).
A aceitação de uma natureza infeciosa na base das doenças periodontais ressurgiu, 
então, a partir da década de 60. Para tal, contribuíram uma série de estudos transversais 
que sugeriam uma íntima associação entre a quantidade de depósitos microbianos na 
superfície do dente e a extensão e gravidade da inflamação gengival (Socransky SS, 
1994a). Particular importância foi atribuída aos estudos de Löe et al., em 1965-1968, 
que demonstraram que a gengiva clinicamente saudável iria desenvolver gengivite na 
ausência de medidas de higiene oral, e que a gengivite reverteria assim que a higiene oral 
fosse retomada (Löe H, 1965; Theilade E, 1966). A realidade observada com a chamada 
‘gengivite experimental’ foi corroborada em estudos subsequentes onde foi possível 
observar a reversibilidade e a prevenção da recorrência da gengivite naturalmente 
ocorrida quando se implementavam medidas para a remoção mecânica da placa 
bacteriana na superfície dentária (Moore LVH, 1987; Savitt ED, 1984; Slots J, 1978). 
Ficaram assim estabelecidas as bases para a non-specific plaque hypotesis segundo a 
qual a acumulação bacteriana junto à margem gengival causaria inflamação gengival e 
posterior destruição dos tecidos periodontais. Essa destruição resultaria da ação direta 
de produtos tóxicos libertados pela microbiota presente na placa bacteriana (Bartold 
PM, 2013). 
Ora, enquanto este conceito é genericamente válido para explicar o desenvolvimento 
de gengivite, não explica adequadamente o estabelecimento de periodontite. Vários 
estudos epidemiológicos subsequentes constataram que a ausência de tratamento 
da gengivite não culminava obrigatoriamente no desenvolvimento de periodontite 
(Page RC, 1997). Além disso, a manifestação agressiva e avançada de periodontite em 
determinados indivíduos com reduzida quantidade de placa bacteriana visível também 
não podia ser explicada pela non-specific plaque hypotesis (Socransky SS, 1994a).
Em meados da década de 70 começou a esboçar-se uma nova mudança de paradigma 
após a publicação de estudos nos quais se demonstrava que a flora cultivável, predomi-
nantemente constituída por bacilos anaeróbios gram-negativos, encontrada em 
bolsas periodontais profundas contrastava com a flora, maioritariamente composta 
por cocos gram-positivos, dos sulcos gengivais saudáveis dos mesmos indivíduos 
(Newman MG, 1976; Slots J, 1976). Na presença de uma resposta presumivelmente 
constante do hospedeiro estas observações eram inconsistentes com o facto de que 
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toda a flora era igualmente patogénica.
A ideia de especificidade na etiologia das doenças periodontais lançou uma era 
extremamente prolífica no estudo da microbiologia periodontal que se focou no 
esclarecimento do papel de várias espécies, colonizadoras do espaço subgengival, 
na saúde e na doença. A specific plaque hypotesis sobrepôs-se à non-specific 
plaque hypotesis. Como resultado, muito do esforço na época foi canalizado 
para a identificação dos microrganismos responsáveis pelas diversas doenças 
periodontais, particularmente pela ‘periodontose’. A identificação de Actinobacillus 
actinomycetemcomitans (atualmente Aggregatibacter actinomycetemcomitans) como 
um possível agente patogénico responsável pela ‘periodontose’ motivou a alteração 
da designação para periodontite juvenil (atualmente periodontite agressiva localizada) 
(Ranney RR, 1977; Slots J, 1980).
Vários possíveis patogénicos periodontais foram entretanto propostos dos quais se 
destacam até hoje Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis 
e Tannerella forsythia.
Ao mesmo tempo que o papel da microbiota periodontal era cada vez mais conso-
lidado numa série de estudos (Evian CI, 1982; Savitt ED, 1984; Slots J, 1986; Socransky 
SS, 1994a) outros procuraram esclarecer os fenómenos inflamatórios/imunológicos 
relacionados com as doenças periodontais. Destacaram-se os trabalhos de Page et 
al. (1981) donde emerge o conceito de que a maior parte da destruição observada na 
periodontite é causada por uma resposta do hospedeiro à presença de comunidades 
microbianas bem organizadas no espaço subgengival. Page reforçou a ideia de 
que a gengivite pode permanecer contida e não progredir, a menos que outro fator 
(desconhecido) altere o equilíbrio microbiota-hospedeiro no sentido de provocar a 
destruição tecidular típica das lesões avançadas.
No final da década de 80, é consensual entre a comunidade científica que as doenças 
periodontais, particularmente a periodontite, resultam da interação infeção/resposta 
do hospedeiro. Desde então, a investigação produzida na área da Periodontologia 
assenta na confirmação e melhor esclarecimento desta interação (Teles R, 2013). 
No início dos anos 90, surgiram conceitos ecológicos para tentar explicar a dinâmica 
entre a microbiota e a resposta do hospedeiro, que Marsh (1994) sumarizou na ecologic 
plaque hypotesis. Esta teoria propõe que as alterações da homeostasia do ambiente 
subgengival provocadas pela acumulação de placa bacteriana e consequente infla-
mação tecidular condicionam o crescimento bacteriano, favorecendo o aumento de 
uma flora ‘patogénica’ em detrimento de uma flora ‘comensal’. O aumento de bactérias 
proteolíticas gram-negativas leva, por sua vez, a mais inflamação e destruição tecidular, 
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num ciclo vicioso que culmina na seleção de uma flora maioritariamente patogénica 
associada a um elevado grau de dano tecidular.
Esta visão surgiu em paralelo com a aceitação de que a periodontite é uma infeção 
causada por biofilmes. A compreensão de um modo de organização bacteriano em 
comunidades complexas, compostas por várias espécies e com sofisticados meios 
de comunicação, veio direcionar o foco de atenção não para a presença e proporção 
de determinadas espécies, mas para as alterações no biofilme como um todo. Não 
obstante, e apesar da importância do biofilme como um todo, nem todos os elementos 
de um biofilme patogénico parecem ter a mesma importância na etiopatogenia da 
periodontite. Além disso, apesar de eventualmente detetáveis na comunidade, algumas 
espécies bacterianas poderão estar constrangidas por uma comunidade bacteriana 
não associada com doença (Marsh PD, 2011).
A partir da década de 90, o recurso a técnicas de biologia molecular permitiu não 
só melhorar a identificação dos putativos patogénicos periodontais, mas também 
identificar estirpes mais virulentas. As técnicas clássicas de cultura microbiana, usadas 
até então, são extremamente laboriosas e demoradas sendo elas próprias limitativas 
do trabalho que se consegue produzir (Dzink JL, 1988; Haffajee AD, 1994). As técnicas 
de biologia molecular como DNA-DNA checkerboard, reação de polimerase em cadeia 
(PCR), real time PCR, ou hibridação in situ permitem, por sua vez, a identificação de 
várias espécies em simultâneo e a análise de várias amostras por indivíduo de forma 
rápida e com uma boa relação custo-benefício (Paster BJ, 2009). Para além disso, 
estima-se que 35% a 50% das espécies que constituem a placa bacteriana permanecem 
incultiváveis (Wade W, 2002; Dewhirst FE, 2010), o que constitui um viés de análise. 
É óbvio que esta limitação não é só imputável às técnicas de cultura microbiana, mas 
também às técnicas de biologia molecular que tipicamente se focam na identificação 
de grupos de bactérias determinados (e cultiváveis) (Ashimoto A, 1996; Socransky SS, 
1998; Sakamoto M, 2001; Al-Ahmad A, 2007). Contudo, algumas técnicas de biologia 
molecular permitem uma abordagem open-ended culture-independent que ultrapassa 
essa limitação. Ao amplificar áreas de um gene bacteriano ubiquitário (gene 16S do 
RNA ribossómico (rRNA)) por uma técnica como a de PCR é possível a identificação 
dos grupos taxonómicos microbianos presentes numa dada amostra (Greisen K, 1994) 
e, em última instância, novas espécies pertencentes ao segmento incultivável (Paster 
BJ, 2001).
O recurso a técnicas open-ended culture-independent causou uma considerável 
expansão da diversidade da microbiota subgengival, com novos agentes a surgirem 
como putativos patogénicos periodontais. Contudo, o mais interessante resultado da 
aplicação destas técnicas foi a deteção pouco frequente de reconhecidos patogénicos 
periodontais (Socransky SS, 2005) contrariando décadas de estudos microbiológicos.
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Esta aparente contradição pode ser explicada pelas limitações inerentes às técnicas 
open-ended que podem, hipoteticamente, alterar os perfis da amostra em estudo 
como: a assumpção que o uso de primers universais é capaz de amplificar o DNA 
de todas as espécies bacterianas com a mesma eficiência; a existência de falhas de 
ligação de pares de bases (mismatches) entre a sequência do primer e a sequência 
do organismo alvo; a dificuldade de amplificação inerente a genomas com elevada 
concentração de guanina+citosina; as diferentes composições da parede celular 
bacteriana que afetam a lise celular e a extração de DNA; e, aspetos relacionados com 
a amplificação na técnica de PCR em amostras polimicrobianas (concentração de 
template, número de ciclos de amplificação, temperatura de hibridação e formação de 
quimeras). Para além disso, a constituição de grupos de estudo heterogéneos com a 
inclusão de diferentes entidades nosológicas e a junção de amostras colhidas de vários 
sulcos e bolsas periodontais, ainda que do mesmo indivíduo, podem ter tornado menos 
nítidas as diferenças existentes entre saúde e doença (Diaz PI, 2012; Teles R, 2013).
Se por um lado estas limitações justificam a leitura cautelosa dos achados que 
apontam para uma potencial irrelevância dos agentes patogénicos periodontais 
clássicos, por outro lado, estes enquadram-se à luz do conceito de ‘patogénico chave’ 
de Hajishengallis et al. (2012). 
Hajishengallis serve-se do exemplo da P. gingivalis, a mais fácil de cultivar do 
complexo vermelho e também, por isso, a mais bem estudada, para clarificar um 
aparente paradoxo. Apesar de estar fortemente associada com a doença (Socranski 
SS, 1998), a P. gingivalis é um constituinte minoritário dos biofilmes associados 
com a periodontite (Doungudomdacha S, 2000, Kumar PS, 2006) e não apresenta 
características habitualmente associadas com as bactérias que contribuem para uma 
doença inflamatória. 
Num estudo recente, Hajishengallis (2011) observou que a P. gingivalis tem a capacidade 
de enfraquecer a imunidade inata facilitando a colonização inicial, o crescimento e 
alteração da composição da microbiota periodontal, ao mesmo tempo que, tem os 
mecanismos necessários para invadir os tecidos periodontais e permanecer numa 
localização intracelular nutricionalmente favorável, protegida do sistema imunitário e 
resistente à eliminação pelos métodos mecânicos convencionais de terapia periodontal, 
perpetuando a cronicidade da doença (Lamont RJ, 1998; Darveu RP, 2012). Esta 
capacidade de influenciar a comunidade microbiana e romper o equilíbrio microbiota-
hospedeiro, ao mesmo tempo que é um constituinte minoritário da microbiota 
subgengival, encorajou a sua caracterização como ‘patogénico chave’ na etiopatogenia 
da periodontite. 
Contudo, e apesar de serem recorrentes na literatura comentários que apontam para 
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uma destruição dos tecidos periodontais despoletada pela penetração de bactérias 
ou antigénios bacterianos através do epitélio juncional ou epitélio da bolsa até ao 
tecido conjuntivo, a verdade é que nunca foi adequadamente explicado, comparando 
pacientes com e sem periodontite, como é que isto acontece contra o fluxo permanente 
do fluído crevicular e a barreira de neutrófilos em migração em direção ao biofilme 
subgengival, nem objetivamente demonstrada a relevância deste passo na iniciação 
e/ou progressão da periodontite. Embora surpreendente, a ausência de publicações 
pode significar a existência de resultados negativos desapontantes (Bartold PM, 
2013). Algumas limitações relacionadas com as técnicas de imunohistoquímica e das 
técnicas de hibridação in situ fluorescente (FISH) para a identificação de bactérias in 
situ podem ter desencorajado a prossecução de alguns destes estudos.
Estudos recentes, comparando a invasão de células epiteliais removidas do epitélio 
das bolsas periodontais versus sulcos gengivais, pela técnica de FISH, não foram 
capazes de demonstrar diferenças significativas entre saúde e doença (Colombo AV, 
2007). Uma limitação destes estudos é a demonstração da invasão bacteriana apenas 
em células descamadas da superfície epitelial e não em biópsias de tecido gengival. 
De facto, a ausência de um grande estudo comparativo, com a aplicação da técnica de 
FISH, em biópsias de tecidos gengivais poderá dever-se à dificuldade de hibridação 
das sondas de DNA em amostras tecidulares mais complexas. Uma nova técnica de 
FISH com utilização de sondas de ácido peptídico nucleico (PNA) veio obviar algumas 
das limitações da técnica de FISH convencional (Cerqueira L, 2008) e tem o potencial 
para abrir novas perspetivas na compreensão da relevância da invasão dos tecidos 
periodontais na etiopatogenia da periodontite.
|  OBJETIVOS
A presente tese conducente ao grau de doutor assenta no estudo do biofilme supra e 
subgengival por forma a tentar contribuir para o melhor conhecimento de alguns as-
petos relacionados com a etiopatogenia da periodontite, nomeadamente a relevância 
da organização bacteriana em biofilmes e o papel da invasão bacteriana, de determi-
nadas estirpes que compõem o biofilme subgengival, no desequilíbrio entre a micro-
biota e o hospedeiro na iniciação, progressão e cronicidade da doença periodontal.  
Mais concretamente, foram traçados três objetivos principais que tinham como fim 
último a resposta a algumas questões concretas e pertinentes neste âmbito de inves-
tigação e a introdução de novos avanços no estudo do biofilme periodontal.
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1. Avaliar clinicamente a eficácia de métodos mecânicos e químicos sobre o bio-
filme oral.
a. Qual a eficácia da disrupção do biofilme oral por instrumentação mecânica na 
redução de compostos sulfurados voláteis (CSV)?
b. Será que a disrupção do biofilme oral, prévia ao uso de colutórios antimicro-
bianos, potencia a eficácia dos mesmos na redução de CSV?  
2. Determinar o nível de evidência científica existente sobre a relação entre a 
invasão do periodonto por patogénicos periodontais e as doenças periodontais.
a. Qual a relação que existe entre a qualidade ou quantidade de putativos pato-
génicos periodontais nos tecidos periodontais e a doença periodontal?
3. Desenvolver uma nova estratégia de identificação in situ respeitadora da orga-
nização tridimensional dos patogénicos periodontais organizados em biofilmes 
e internalizados nos tecidos periodontais.
a. Desenvolvimento de sondas de PNA com elevada sensibilidade e especifici-
dade para a identificação e localização de P. gingivalis e A. actinomycetemcomi-
tans, em simultâneo (multiplex PNA-FISH).
b. Otimização da técnica de PNA-FISH para permitir a identificação e localiza-
ção de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans, no biofilme subgengival.
c. Otimização da técnica de PNA-FISH para permitir a identificação e localização 
de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans, em biópsias de tecido gengival.
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|  INTRODUÇÃO
1. AS SINGULARIDADES DA CAVIDADE ORAL
Em destaque na face humana, a cavidade oral assume um papel indiscutível na harmo-
nia visual e nas relações interpessoais não só pela estética do sorriso ou capacidade 
de fonação mas também pela mímica de expressões e sentimentos. Do ponto de vista 
fisiológico, a cavidade oral representa o início do processo digestivo com a trituração 
dos alimentos e ação enzimática sobre o bolo alimentar. Do ponto de vista anatómico, 
representa a porta de entrada dos alimentos e uma extensão do meio externo para o 
interior do corpo humano, o que condiciona uma colonização microbiana permanente. 
A cavidade oral proporciona um ambiente favorável capaz de suportar o crescimento 
de uma comunidade microbiana muito heterogénea. Mais acresce que a existência 
de diferentes habitats e de superfícies não descamativas permite uma organização 
complexa da microbiota, sem igual no corpo humano (Marsh PD, 2011). Não é de 
estranhar, portanto, que a microbiota oral, ainda que habitualmente em equilíbrio 
com o hospedeiro, represente, como um todo, o fator etiológico comum às principais 
afeções da cavidade oral: cárie dentária (Simón-Soro A, 2014), doença periodontal 
(Sanz M, 2011) e halitose (Loesche WJ, 2002). A halitose, ou mau hálito, embora não 
seja considerada como uma verdadeira entidade nosológica, tem na sua elevada 
prevalência e implicações na saúde e bem-estar do indivíduo como ser social (Scully 
C, 2008) a justificação para a sua abordagem como tal.
2. DOENÇAS PERIODONTAIS ASSOCIADAS À PLACA BACTERIANA 
As doenças periodontais são um vasto conjunto de patologias que afetam o perio-
donto e cuja classificação segue as determinações do workshop internacional de 
1999 da Academia Americana de Periodontologia. Face aos objetivos deste trabalho, 
a referência futura a doenças periodontais estará limitada às doenças associadas à 
placa bacteriana com maior expressão em todo mundo (i.e., gengivite e periodontites 
crónica e agressiva) (Burt B, 2005).
Num periodonto saudável, a gengiva está firmemente aderida ao dente e tem uma 
coloração rosa pálido, contorno festonado, textura pontilhada e não apresenta 
hemorragia com a mastigação ou com a higiene oral (Armitage GC, 2004b). A 
colonização bacteriana da superfície dentária é inevitável e estabelece um desafio 
microbiano permanente com consequente resposta inflamatória, que enquanto 
autolimitada e subclínica faz parte, pela sua ubiquidade, da gengiva clinicamente 
normal (Bosshardt CC, 2005). 
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Na ausência de métodos de higiene oral adequados a placa bacteriana acumula-se 
na superfície dentária e acentua o desafio microbiano desencadeando uma resposta 
inflamatória pronunciada, mas limitada aos tecidos gengivais, denominada gengivite. 
Na gengivite, a gengiva encontra-se avermelhada, edemaciada com alteração do 
contorno e hemorragia fácil evidenciando os sinais cardinais de inflamação (Armitage 
GC, 2004b). A gengivite é reversível com adequado controlo de placa bacteriana 
(Löe H, 1965; Theilade E, 1966; Moore LVH, 1987; Savitt ED, 1984; Slots J, 1978). Porém, 
quando não tratada, e apesar de poder permanecer estável e limitada à gengiva por 
tempo indeterminado, a resposta do hospedeiro pode intensificar-se causando lesão 
tecidular irreversível, com perda de substância, nos tecidos periodontais, i.e., perio-
dontite (Page RC, 1981; Page RC, 1997). 
Clinicamente, a periodontite evidencia-se pela presença de bolsas periodontais e/ou 
recessão gengival associadas ou não a hemorragia após sondagem (HPS), supuração, 
mobilidade dentária e migração dentária (Armitage GC, 2004a). A gengivite e a 
periodontite são doenças infeciosas crónicas cuja interação microbiota-hospedeiro 
determina o curso e a extensão da doença. 
2.1. Mau hálito ou halitose
O mau hálito, ou halitose, é um odor desagradável e incomodativo no ar exalado. Embora 
a halitose possa derivar de doenças sistémicas (Moshkowitz M, 2007; Besouw M, 2007; 
Souza CM, 2008; Murata T, 2003), é universalmente aceite que a principal fonte de 
mau hálito são os compostos odoríficos voláteis, particularmente os CSV, produzidos 
na cavidade oral (Delanghe G, 1997 e 1999). Como principais componentes do mau 
odor oral, os CSV, principalmente o sulfureto de hidrogénio, o metilmercaptano e em 
menor extensão o sulfureto de dimetilo (Tonzetich J, 1976; Tangerman A, 2007), estão 
significativamente associados com a intensidade do mau hálito detetado clinicamente. 
Formam-se pela degradação bacteriana dos aminoácidos cisteína, cistina e metionina 
presentes nos restos alimentares, células descamadas, fluído crevicular, saliva, placa 
bacteriana e sangue. Estão implicadas neste processo bactérias orais anaeróbias 
gram-negativas, pela sua conhecida capacidade proteolítica (Loesche WJ, 2002). 
FIGURA 1. Apresentações clínicas de um periodonto saudável (A), gengivite (B) e periodontite (C).
A B C
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Uma vez que as principais bactérias associadas com a gengivite e a periodontite são 
anaeróbias gram-negativas proteolíticas, é biologicamente plausível a existência de 
uma possível correlação entre os níveis de CSV e a gravidade da doença periodontal. 
Por exemplo, as proteínases subgengivais mais bem estudadas são as gingipains 
da P. gingivalis (O’Brien-Simpson NM, 2003). Estas proteínases são capazes de 
degradar o colagénio tipo I e IV, mas também os fatores do complemento C3 e C5 
e as imunoglobulinas IgG, IgA e IgM, diminuindo assim, a atividade antibacteriana 
dos polimorfonucleares neutrófilos (PMN) (ver adiante) (Fletcher J, 1998; Lamont RJ, 
1998). Estes péptidos e aminoácidos produzidos extracelularmente são transferidos 
para o interior da bactéria e descarboxilados ou desaminados libertando-se, sulfureto 
de hidrogénio, sulfureto de dimetilo e metilmecaptano como subprodutos do 
metabolismos (Yoshimura M, 2000; Nakano Y, 2002). Porém, nem todos os pacientes 
com periodontite ou gengivite apresentam mau hálito, e vice-versa (Bosy A, 1994). 
Isto poderá observar-se porque os CSV detetados clinicamente provêm mais 
provavelmente da flora do dorso da língua do que da placa bacteriana nas bolsas 
periodontais, dado que estas se encontram virtualmente fechadas e apresentam 
poucas trocas gasosas com o ar expirado (Loesche WJ, 2002). Não obstante, um 
estudo de Tsai et al. mostrou uma correlação significativa entre percentagem de 
HPS e os níveis de CSV, sugerindo que o estado inflamatório é o principal fator 
responsável pelo mau hálito associado às doenças periodontais (Tsai CC, 2008). 
Assim, o sangue e o fluido crevicular constituem um importante substrato proteico 
que quando degradados pela flora oral anaeróbia gram-negativa podem contribuir 
para a produção de CSV (Loesche WJ, 2002). 
O sucesso das intervenções anti-halitose parece depender da redução dos níveis de 
CSV por métodos mecânicos ou químicos. As intervenções mecânicas (i.e., escovagem, 
uso do fio dentário e raspagem da língua) visam reduzir o número de bactérias que 
produzem CSV e o substrato, enquanto as intervenções químicas, veiculadas em 
pasta dentífrica e colutórios, têm um efeito antibacteriano, além da neutralização 
direta do odor (Quirynen M, 2002; Danser MM, 2003).
3. MODELO DE PATOGÉNESE PERIODONTAL
A interface dos tecidos periodontais com o dente está estruturalmente especializada 
para se adaptar ao desafio microbiano constante. Em condições ideais, e na ausência de 
colonização bacteriana, existiria um selo epitelial em torno do dente que se estenderia 
da margem da gengiva até à junção esmalte-cemento, medindo aproximadamente 
2mm em altura. Contudo, na cavidade oral, o desafio microbiano é permanente. 
Como consequência, a porção mais coronal do epitélio de junção, i.e. epitélio da face 
interna da gengiva voltado para o dente, descola da superfície dentária formando um 
pequeno sulco, denominado sulco gengival, cuja presença ubiquitária o torna parte 
da gengiva ‘clinicamente normal’ (Bosshardt DD, 2005; Schroeder H, 1997). 
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Histologicamente, o epitélio de junção é um epitélio pavimentoso estratificado não-
queratinizado de forma afunilada com cerca de 10 a 30 linhas celulares de espessura 
coronalmente, i.e. junto ao fundo do sulco gengival, e apenas 1 a 3 camadas celulares 
de espessura na sua terminação apical, i.e. junto à junção esmalte-cemento. Tal como 
qualquer outro epitélio encontra-se unido ao tecido conjuntivo subjacente pela lâmina 
basal. Mas é a existência de uma segunda lâmina basal voltada para o dente, a lâmina 
basal interna, intimamente conectada, via hemidesmossomas, com as células mais 
internas do epitélio de junção, que lhe confere características únicas de selo epitelial 
contra a colonização bacteriana. Para além disso, o epitélio de junção apresenta células 
entreunidas por relativamente poucos desmossomas e largos espaços intercelulares, 
quando comparado com outros epitélios orais (Shimono M, 2003; Bosshardt DD, 
2005). Estas características ultraestruturais conferem-lhe não só capacidade para 
acomodar uma linha de defesa composta por neutrófilos, macrófagos, linfócitos e 
ainda, células apresentadoras de antigénios, como uma permeabilidade extraordinária 
que possibilita um fluxo permanente de exsudado vascular em direção à interface 
dento-epitelial. Este exsudado vascular arrasta consigo células inflamatórias e outros 
componentes do sistema imunitário decorrentes da resposta inflamatória constante 
constituindo, assim, um exsudado inflamatório, denominado fluido crevicular. O fluido 
crevicular está presente na gengiva clinicamente normal e faz parte da homeostasia 
da interface dento-epitelial constituindo um importante mecanismo de defesa inata 
(Pollanen MT, 2003; Schroeder H, 2003).
Perante o acumular de placa bacteriana na superfície dentária o equilíbrio homeostático 
rompe-se e intensifica-se a reação inflamatória em resposta. Resumidamente, os 
produtos bacterianos estimulam as células epiteliais a aumentar a expressão de 
interleucina-8 (IL-8) e de molécula de adesão intracelular-1 (ICAM-1), intensificando o 
sinal quimiotático para os PMN residentes, em direção ao sulco gengival. Os PMN têm 
uma função fagocitária não específica constituindo a primeira linha de defesa contra 
os patogénicos periodontais (Tonetti MS, 1998). Simultaneamente, a via alternativa 
do complemento é ativada aumentando a expressão de anafilotoxinas C3a e C5a. Os 
mastócitos residentes respondem rapidamente ao aumento de C3a libertando uma 
série de sinais inflamatórios como a histamina, que contribui para a vasodilatação 
típica da resposta inflamatória, mas também a interleucina-1β (IL-1β) e o fator de 
necrose tumoral-α (TNF-α) (Walsh LJ, 2003). Estes últimos, juntamente com C5a e o 
lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano, estimulam as células endoteliais a expressar IL-8, 
P-selectina e E-selectina, essenciais para o recrutamento e migração transendotelial 
de mais PMN, em circulação, para os tecidos (Marshall JS, 2002). Esta resposta inicial 
(2-4 dias) à deposição de placa bacteriana corresponde ao primeiro estádio (lesão 
inicial) de gengivite definido por Page e Schroeder (1976). As alterações não são 
clinicamente percetíveis e não existe ainda dano tecidular. 
Com a manutenção do estímulo bacteriano, a lesão inflamatória evolui para o segundo 
estádio (lesão precoce) em cerca de 1 semana. Na lesão precoce, o epitélio de junção 
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fica densamente infiltrado com PMN e começa a desenvolver cristas epiteliais. As 
alterações no meio decorrentes da agressão e da resposta do hospedeiro condicionam, 
agora, a expressão de diferentes citocinas que estimulam a quimiotaxia de monócitos 
e linfócitos para o local da agressão. Nesta fase, os macrófagos estimulados pelo 
LPS bacteriano não só libertam mediadores inflamatórios, como a interleucina-
1α (IL-1α), IL-1β, prostaglandina E
2
 (PGE
2
), TNF-α (Page RC, 1991) que perpetuam a 
resposta inflamatória, como participam na apresentação antigénica, juntamente com 
as células dendríticas, despoletando a resposta humoral. Isto traduz-se na presença 
de um infiltrado leucocitário no tecido conjuntivo subjacente ao epitélio de junção, 
constituído maioritariamente por linfócitos T mas também alguns linfócitos B, típico 
da lesão precoce de gengivite (Payne WA, 1975). Ainda nesta fase, observa-se alguma 
destruição do colagénio tecidular em torno do infiltrado inflamatório decorrente não 
só da ação das metaloproteínases da matriz (MMPs), libertadas pelas células residentes 
(MMP-1) e pelo infiltrado de PMN (MMP-8), mas também devido à diminuição da 
produção de colagénio pelos fibroblastos que começam agora a mostrar alterações 
citotóxicas (Reynolds JJ, 1997). 
Na ausência de remoção do fator causal, a gengivite evolui para o terceiro estádio 
(lesão estabelecida) caracterizada por congestão vascular e predomínio de 
linfócitos B e plasmócitos no infiltrado leucocitário subjacente ao epitélio de junção 
e profundamente no tecido conjuntivo. Intensifica-se a destruição do colagénio e 
o epitélio de junção projeta-se cada vez mais para o tecido conjuntivo ao mesmo 
tempo que se observa o alargamento dos espaços intercelulares e aumento da 
permeabilidade epitelial. Clinicamente, estas alterações histológicas refletem-se numa 
gengiva de coloração vermelho-azulada, edemaciada e com alterações do contorno 
e consistência. A lesão estabelecida de gengivite pode reverter, estabilizar durante 
meses ou anos, ou evoluir para lesão destrutiva com perda irreversível de suporte 
periodontal (Page RC, 1976; Seymour GJ, 1983a e b). 
A evolução da gengivite para periodontite caracteriza-se pela degeneração tecidular 
com perda significativa de colagénio, que se tinha iniciado no estádio anterior (diminuição 
da produção pelos fibroblastos e ação de MMPs) mas também pela fagocitose, por 
fibroblastos, das fibras de colagénio na interface cemento-ligamento periodontal 
(Deporter DA, 1980; Reynolds JJ, 1997). Em resultado, as células mais apicais do epitélio 
de junção proliferam para apical ao longo da raiz. O infiltrado leucocitário atinge nesta 
fase mais de metade do volume do epitélio de junção e do tecido conjuntivo subjacente 
originando perda de coesão estrutural tecidular: a porção mais coronal do epitélio de 
junção descola da superfície dentária e o sulco gengival aprofunda-se gradualmente 
(Listgarten MA, 1986). Paralelamente, o osso alveolar é reabsorvido em resultado da 
ativação osteoclástica no local. A modulação da remodelação óssea é condicionada 
pela presença de IL-1, PGE
2
 e TNF-α que suprimem a atividade osteoblástica e estimulam 
a atividade osteoclástica no local (Schwartz Z, 1997). Fica assim estabelecida a bolsa 
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periodontal, criando-se uma área onde a remoção de placa bacteriana está dificultada 
propiciando um feedback positivo constante. 
4. DIAGNÓSTICO DE GENGIVITE E PERIODONTITE
Apesar dos avanços registados nas áreas da microbiologia, genética e biologia 
molecular, a verdade é que nos últimos 30 anos não ocorreram quaisquer mudanças 
conceptuais no que diz respeito ao diagnóstico periodontal (Armitage GC, 2013). 
A identificação da doença periodontal depende da interpretação dos sinais e sintomas 
colhidos aquando da anamnese e exame clínico. O diagnóstico de periodontite assenta 
essencialmente na deteção de perda de aderência clínica. A perda de aderência clínica 
traduz a migração apical da aderência epitelial sobre a raiz dentária acompanhada de 
perda de tecido conjuntivo e osso alveolar. Determina-se clinicamente pela medição 
da distância entre a junção esmalte-cemento e o fundo do sulco ou bolsa periodontal 
sondável, com uma sonda periodontal graduada. O diagnóstico de gengivite está 
tradicionalmente reservado a pacientes com sinais clínicos de inflamação gengival e 
sem perda de suporte periodontal. Porém, a gengivite pode ocorrer em periodontos 
reduzidos, mas que no momento se encontram estáveis e sem evidência de progressão, 
embora apresentem inflamação gengival.
A maior parte dos pacientes com periodontite apresenta a forma crónica da doença. 
A periodontite crónica é mais prevalente na população adulta (Hugoson A, 2008) 
e apresenta tipicamente taxas de progressão lentas a moderadas, embora possa 
apresentar períodos de rápida destruição. É, também, evidente a consistência entre a 
quantidade de depósitos microbianos na superfície dentária e a gravidade da doença. 
Este último aspeto é muito importante no diagnóstico diferencial entre as formas 
crónica e agressiva da doença, mas não anula o facto da presença de abundantes 
depósitos bacterianos não ser, per se, o fator que determina a evolução de gengivite 
para periodontite.
De facto, a impossibilidade de estabelecer uma relação causal entre a quantidade 
de placa bacteriana supra ou subgengival e a extensão, gravidade ou progressão da 
periodontite, levanta várias questões relacionadas com o mecanismo ou patogénico 
disruptor da homeostasia, com a suscetibilidade individual e com a existência de fatores 
de risco (Page RC, 1997; Kornman KS, 2008). É atualmente aceite que a progressão 
da periodontite pode ser modificada pela presença de fatores comportamentais e 
doenças sistémicas, como o consumo tabágico, infeção por VIH e Diabetes mellitus 
(Palmer RM, 2005; Salvi GE, 2008, Genco RJ, 2013).
A gravidade da periodontite crónica é habitualmente categorizada de acordo com a 
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perda de aderência (CAL) ocorrida: leve (1-2mm), moderada (3-4mm) e grave (≥5mm). 
As formas generalizada e localizada são em tudo semelhantes na etiopatogénese 
dependendo a designação da percentagem de dentes afetados (maior ou menor que 
30%).  
A periodontite agressiva é menos frequente que a periodontite crónica e apresenta 
tipicamente uma taxa de progressão rápida, em pacientes globalmente saudáveis, 
com uma quantidade de depósitos microbianos inconsistente com a gravidade da 
doença e com elevada proporção de A. actinomycetemcomitans relativamente à 
restante flora. Muitas vezes, a doença afeta vários familiares próximos e pode estar 
associada a anormalidades fagocitárias e a fenótipos de macrófagos hiperreativos 
com elevada produção de PGE
2 
e IL-1β em resposta a endotoxinas bacterianas. Ao 
contrário da periodontite crónica, as formas localizada e generalizada não se resumem 
a diferenças na extensão da doença. A periodontite agressiva localizada é tipicamente 
diagnosticada durante a puberdade em pacientes com destruição periodontal nas 
zonas interproximais dos primeiros molares e incisivos e parece apresentar elevada 
produção de anticorpos contra os agentes infeciosos. A periodontite agressiva 
generalizada afeta pelo menos 3 dentes para além dos primeiros molares e incisivos 
em adultos jovens e, ao contrário da forma localizada, parece cursar com baixa 
produção de anticorpos contra os agentes infeciosos (Nagy RJ, 2006). 
5. BIOFILME DENTÁRIO
A cavidade oral agrega em si diversos ecossistemas. Os dentes, a língua e as mucosas 
constituem diferentes superfícies que as bactérias podem colonizar explorando as 
ótimas condições para o seu crescimento como humidade, temperatura e acesso a 
nutrientes constantes (Sissons CH, 1997). Os dentes são habitats de excelência para 
a colonização bacteriana por se tratarem de superfícies não descamativas, onde as 
bactérias podem aderir e organizar-se em biofilmes escapando, mais eficazmente, 
aos mecanismos de remoção pelo hospedeiro e exibindo maior tolerância a agentes 
antimicrobianos, quando comparados com o modo de vida planctónico (Armitage 
GC, 2009; Mah TF, 2001). 
Contrariando uma visão clássica de rápida colonização do espaço subgengival 
por putativos patogénicos periodontais logo após a instrumentação periodontal, 
a organização da microbiota periodontal em comunidades complexas corrobora a 
noção de que a disrupção do biofilme e consequentes alterações no ecossistema 
podem retardar a maturação num biofilme mais patogénico, evitando ou protelando 
a recorrência da doença.
O biofilme dentário é definido como uma comunidade microbiana que se desenvolve 
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na superfície dentária rodeada por uma matriz de polímeros de origem bacteriana e 
salivar. Estruturalmente o biofilme compreende uma superfície onde possa permane-
cer aderido, a comunidade bacteriana em si e uma rede interna canalicular que permite 
a passagem de nutrientes, remoção de produtos de metabolização e transporte 
de células para o interior e exterior do biofilme (Marsh PD, 2011). Os biofilmes são 
estruturas dinâmicas onde ocorrem fenómenos de despreendimento permitindo que 
as bactérias se separem, se transfiram e se fixem num local diferente (Kolenbrander 
PE, 2006).
5.1. Biofilme e doença periodontal
O conhecimento adquirido ao longo de décadas de estudos microbiológicos permitiu 
compreender que algumas espécies parecem estar mais frequentemente associadas 
com doença e que a organização e sucessão microbiana dentro dos biofilmes não 
são aleatórias. Em 1998, Socransky e colaboradores realizaram um dos estudos de 
referência da microbiologia periodontal. Após a análise microbiológica de mais 
de 1300 amostras de placa subgengival foi elaborado um modelo de organização 
da microbiota subgengival e sua relação com a doença periodontal. O modelo foi 
construído com base na frequência de ocorrência simultânea de um grupo taxonómico, 
independentemente da sua distribuição espacial no biofilme. Foram descritos seis 
grupos, ou complexos, bacterianos intimamente interrelacionados e que sugerem 
uma sucessão bacteriana desde os colonizadores iniciais aos tardios. Por exemplo, os 
complexos constituídos por colonizadores iniciais da superfície dentária precedem 
FIGURA 2. Representação esquemática do 
biofilme subgengival na interface dento-epitelial. 
BS - biofilme subgengival e CE - células epiteliais. 
(A) Microcolónias de Porphyromonas gingivalis 
(amarelo) na camada mais superior do biofilme 
subgengival (reproduzido com permissão 
de Zijnge V, 2010a). (B) Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans intracelular (seta verde) 
(reproduzido com permissão de Rudney JD, 
2005a).
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habitualmente a colonização pelos complexos laranja (Fusobacterium spp., Prevotella 
spp., Campylobacter spp., Eubacterium nodatum e Streptococcus constellatus) e 
vermelho (P. gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola). E, é raro encontrar 
bactérias pertencentes ao complexo vermelho na ausência do complexo laranja 
(Bartold PM, 2013). Assim, os colonizadores iniciais constituem os complexos amarelo 
(Streptococcus spp.), azul (Actinomyces spp.) ou roxo (Actinomyces odontolyticus 
e Veillonella parvula) e os colonizadores tardios, ou secundários, integram os 
complexos verde, laranja e vermelho. O complexo verde inclui Eikenella corrodens, A. 
actinomycetemcomitans serotipo a e Capnocytophaga spp. O complexo vermelho foi 
considerado o auge da comunidade, estando os seus elementos significativamente 
associados com as alterações clínicas típicas da periodontite. 
5.1.1 Organização e sucessão microbiana na superfície dentária
Ao compilar o conhecimento obtido por uma série de estudos, in vitro e in vivo, sobre 
co-agregação bacteriana, Kolenbrander e colaboradores elaboraram um modelo de 
colonização, sucessão e distribuição espacial da microbiota na superfície dentária 
(Kolenbrander PE, 2004). Resumidamente, a formação de biofilme na superfície 
dentária inicia-se pela formação da película aderida, i.e., uma fina camada de molé-
culas, maioritariamente proteínas, provenientes da saliva e do fluido crevicular 
(Marsh PD, 2011). Esta película condiciona a superfície dentária permitindo a adesão 
microbiana, inicialmente de forma reversível, através de interações físico-químicas, e 
posteriormente, de forma irreversível, entre recetores presentes na película aderida e 
adesinas na superfície da célula bacteriana (Scannapieco FA, 1994; Marsh PD, 2011). 
Quando firmemente aderidas, o crescimento bacteriano inicia-se e as novas colónias 
bacterianas permanecem aderidas por mecanismos de coagregação bacteriana. A 
coagregação estabelece-se intraespécie mas também interespécie constituindo um 
mecanismo essencial na biodiversidade do biofilme supra e subgengival. Assim, a 
colonização bacteriana inicial resume-se à presença de gram-positivos anaeróbios 
facultativos, maioritariamente Streptococcus spp., mas também Actinomyces e 
Veillonella spp., que apresentam uma extensa coagregação intragénero. Algumas 
horas depois são já visíveis bacilos gram-negativos. A heterogeneidade do biofilme 
aumenta com o tempo e condiciona alterações no meio que permitem que espécies 
minoritárias no biofilme inicial possam crescer e tornar-se predominantes num biofilme 
maduro (Quirynen M, 2006).
Nos estádios mais tardios da formação do biofilme predomina a coagregação entre 
espécies gram-negativas, como as observadas entre Fusobacterium nucleatum e os 
vários elementos do complexo vermelho. De facto, a bactéria F. nucleatum parece 
ser um elemento chave para a maturação e diversidade do biofilme dentário dada 
a sua elevada prevalência nos biofilmes supragengivais maduros e subgengivais e a 
observação de que a maioria dos colonizadores tardios não estabelece coagregação 
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com os colonizadores iniciais, nem com outros colonizadores tardios, mas fá-lo com 
F. nucleatum (Kolenbrander PE, 2004). O biofilme subgengival aparenta-se com o 
biofilme supragengival maduro e resulta muito provavelmente da expansão deste 
para o sulco gengival onde é favorecido o crescimento das espécies pertencentes aos 
complexos laranja e vermelho (Socranski SS, 2005)
Estudos recentes, baseados em métodos moleculares, expandiram o número de 
espécies bacterianas encontradas nas comunidades iniciais e maduras, mas não alte-
raram o conceito global de modificação de uma flora predominantemente gram-
positiva para gram-negativa (Zijnge V, 2010a; Socransky SS, 2005; Diaz PI, 2006; 
Kroes I, 1999). 
5.2. Invasão bacteriana dos tecidos periodontais
Durante os últimos 50 anos, o papel da invasão bacteriana no complexo processo 
patogénico da periodontite atravessou ciclos de aceitação e rejeição. Desde 
Listgarten (1965) e as suas primeiras imagens de microscopia eletrónica de infiltração 
por espiroquetas nos tecidos gengivais, em pacientes com gengivite ulcerativa 
necrosante, que a invasão bacteriana emergiu como mecanismo potencialmente 
importante na iniciação e progressão da doença periodontal. Não é difícil de conjeturar 
que a presença de microrganismos no interior dos tecidos gengivais é negativa para 
o periodonto. A invasão tecidular permite a libertação direta de produtos bacterianos 
nocivos (Lamont RJ, 1998; Socransky SS, 1991; Curtis MA, 1999), e promove a libertação 
do conteúdo lisossomático dos neutrófilos nos tecidos periodontais (Van Dyke TE, 
1984; Ding Y, 1997). Para além disso, as bactérias invasoras parecem ter mecanismos 
para escapar às defesas do hospedeiro. Para se proteger da vigilância imune humoral, 
as bactérias invasoras penetram e permanecem no interior das células epiteliais, num 
ambiente nutritivo, onde podem multiplicar-se e disseminar-se para as células vizinhas 
(Tribble GD, 2010). Adicionalmente, estudos in vitro, demonstraram que P. gingivalis 
impede a migração transepitelial dos neutrófilos e previne a secreção de IL-8 pelas 
células epiteliais na resposta ao desafio bacteriano (Darveu RP, 1998; Madianos PN, 
1997). Vários estudos também sugeriram que as bactérias periodontais suprimem 
ativamente a imunidade mediada por células e isto, presumivelmente, contribui para o 
desenvolvimento da lesão periodontal (Gemmell E, 2007). O tratamento periodontal 
está também limitado a priori, uma vez que, é pouco provável que a raspagem e 
alisamento radicular sejam capazes de remover fisicamente as bactérias intracelulares 
(Johnson JD, 2008) e, além disso, as bactérias internalizadas são mais resistentes aos 
antimicrobianos (Eick S, 2004). 
Embora exista uma base teórica para sustentar o papel da invasão bacteriana na 
etiopatogénese da doença periodontal, com estudos in vitro que suportam que 
as bactérias periodontais possuem a maquinaria molecular para efetuar a invasão 
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tecidular e iludir as defesas do hospedeiro (Tribble GD, 2010), foram realizados poucos 
estudos in vivo (Vitkov L, 2005; Manor A, 1984; Delacourt-Debruyne EM, 2000; Noiri 
Y, 1997) deixando a ideia em suspenso ao longo dos anos. A descoberta de putativos 
microrganismos patogénicos periodontais em sulcos gengivais saudáveis (Van 
Winkelhof AJ, 2002), a impossibilidade de discriminar doença periodontal por análise 
microbiológica (Mombelli A, 2002), a incapacidade de refutar categoricamente que 
as bactérias não foram artificialmente introduzidas nos tecidos durante a colheita 
e/ou processamento de amostras (Lamont RJ, 2002), e a presença de putativos 
microrganismos patogénicos periodontais em células epiteliais da mucosa oral de 
indivíduos com um periodonto saudável (Rudney JD, 2005 a e b), ajudaram a manter 
a dúvida. 
5.3. Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans
A P. gingivalis é uma bactéria anaeróbia, pleomórfica (cocoide a cocobacilar) gram-
-negativa da família Porphyromonadaceae, ordem Bacteroidales, classe e filo 
Bacteroidetes. Forma colónias com pigmentação escura, em agar sangue, devido às 
suas propriedades hemolíticas e pode ser isolada com recurso a meios seletivos como 
o columbia blood agar com bacitracina, ácido nalidíxico e colistina (Hunt DE, 1986). As 
propriedades invasivas e evasivas, que lhe têm sido atribuídas, fazem desta bactéria 
um importante putativo agente patogénico periodontal (Bostanci N, 2012). De facto, 
embora em termos relativos possa ser um constituinte minoritário da flora periodontal, 
é a espécie bacteriana mais associada com a forma crónica de doença periodontal 
(Yang HW, 2004). A P. gingivalis é capaz de invadir células epiteliais (Belton CM, 1999), 
por via da presença de fimbrias major tipo I (Lamont RJ, 1998; Amano A, 2004), e 
inibir a apoptose celular (Yilmaz O, 2008) perpetuando-se na lesão. Paralelamente, 
incapacita a primeira linha de defesa do hospedeiro ao degradar α/β-defensinas 
(Carlisle MD, 2009), ao resistir ao stress oxidativo (Mydel P, 2006) e à fagocitose 
(estirpes encapsuladas) pelos PMN (Sundqvist G, 1991), ao suprimir a ativação do 
complemento pela ação das gingipains (Schenkein HA, 1995, Wang M, 2010) e ao 
inibir a produção de IL-8 pelas células epiteliais (chemokine paralysis) (Darveau RP, 
1998). Para além disso, inibe a produção de interleucina-12 (IL-12) pelos macrófagos 
evitando o reconhecimento das células epiteliais invadidas e consequentemente a 
ativação dos linfócitos T citotóxicos (Hajishengallis G, 2007), enganando assim 
a imunidade celular. Ademais, o LPS bacteriano da P. gingivalis não é um potente 
indutor da inflamação. Enquanto o lipídeo A da maioria das bactérias gram-negativas 
estimula o toll-like receptor 4 (TLR4) das células imunes na libertação de citocinas 
pró-inflamatórias, o lipídeo A da P. gingivalis estimula predominantemente o toll-like 
receptor 2 (TLR2) e pode até atuar como um antagonista do TLR4, atenuando a 
resposta imune (Darveau RP, 2004, Hajishengallis G, 2009).
A A. actinomycetemcomitans é uma bactéria cocobacilar gram-negativa, anaeróbia 
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facultativa que taxonomicamente pertence à familia Pasteurellaceae, ordem 
Pasteurellales, classe Gammaproteobacteria e ao filo Proteobacteria. Forma colónias 
brancas opacas, não hemolíticas, em agar sangue. As colónias de estirpes fimbriadas 
possuem uma característica estrela central (Raja M, 2014). Pode ser isolada com 
recurso a meios seletivos como o meio TSBV (trypticase soy bacitracina vancomicina) 
e o meio Dentaid-1 (brain-heart infusion com vancomicina) (Rurenga P, 2013). Não 
é um microrganismo patogénico obrigatório, podendo colonizar indivíduos com e 
sem doença periodontal, embora esteja fortemente associado com a periodontite 
agressiva localizada (Raja M, 2014). Cinco serotipos de A. actinomycetemcomitans (a-
f) estão atualmente identificados. Os serotipos a, b e c são globalmente dominantes, 
os serotipos d e e são raros e a prevalência do serotipo f é, ainda, desconhecida. 
A correlação entre os diferentes serotipos e a doença periodontal permanece por 
clarificar (Brígido JA, 2014). 
A capacidade de adesão e invasão do periodonto pela A. actinomycetemcomitans 
parecem ser essencial no sucesso deste microrganismo na colonização e destruição 
dos tecidos periodontais. De facto, a A. actinomycetemcomitans parece modular 
a resposta inflamatória pela produção de leucotoxina-A (capaz de abrir poros na 
superfície celular dos leucócitos) e supressão da resposta por IgG (Kuritai Ochiai T, 
1992), para além de poder escapar à resposta do hospedeiro invadindo as células 
epiteliais (Lamont RJ, 2002) ao mesmo tempo que estimula a produção de IL-8 e 
ICAM-1, perpetuando a inflamação (Huang GT, 1998). Ademais, parece promover a 
reabsorção do osso alveolar pela ação do LPS bacteriano (Nishida E, 2001). 
6. MÉTODOS DE DETEÇÃO MICROBIANA EM AMOSTRAS COMPLEXAS
A caracterização do biofilme periodontal assentou durante mais de um século nas 
técnicas de microscopia e de cultura microbiana. Se por um lado a microscopia 
tem o potencial de permitir a visualização da organização espacial e inter-relações 
físicas da microbiota, por outro lado apresenta grandes limitações na identificação 
microbiana em amostras complexas. A microscopia ótica apenas permite a 
discriminação macroestrutural das bactérias e a microscopia eletrónica, embora 
permita a visualização da ultraestrutura bacteriana, não fornece ainda discriminação 
suficiente para fazer identificações ao nível da espécie (Socranski SS, 2005). As 
técnicas convencionais de cultura permitem discriminar espécies bacterianas, mas 
dependem da capacidade de promover o crescimento bacteriano, em ambiente 
laboratorial, recorrendo a meios de cultura. A estratégia utilizada depende do tipo 
de microrganismo e da amostra a analisar. Classicamente, a microbiologia serve-se 
dos meios enriquecidos e dos meios seletivos para a cultura de microrganismos. 
Enquanto os primeiros são úteis para microrganismos de crescimento fastidioso, para 
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crescimento rápido de isolados ou para a deteção de microrganismos em amostras 
habitualmente estéreis, os segundos permitem um crescimento diferencial de um 
determinado microrganismo ou grupo de microrganismos em amostras com elevada 
percentagem de colonizadores. A identificação dos microrganismos em cultura é feita 
tendo em consideração a cor e a morfologia da colónia, a qual pode ser submetida a 
séries de testes bioquímicos e serológicos que permitem um diagnóstico diferencial 
(Harvey ARC, 2006).
Os métodos de cultura são um pilar fundamental da microbiologia e da periodontologia. 
Os estudos da microbiota periodontal que recorreram às técnicas de cultura 
microbiana constituem a base do atual conhecimento sobre a etiopatogénese das 
doenças periodontais, embora demorados, laboriosos e onerosos (Haffajee AD, 1988; 
Moore WEC, 1994; Dzink JL, 1988). A existência de pelo menos 150 a 200 espécies 
bacterianas diferentes no periodonto de cada indivíduo e o facto de a periodontite 
ser tipicamente uma doença de sítio, sendo possível que determinadas espécies 
possam colonizar apenas uma fração dos 168 sítios tipicamente avaliados, explica por 
si só a enorme limitação das técnicas de cultura no estudo das doenças periodontais 
(Teles R, 2013). Além disso, não permitem a deteção de espécies não cultiváveis ou 
que necessitam de condições especiais (enquanto) desconhecidas (Wyss C, 1989) e 
não são precisas na identificação de espécies que não se enquadram nos padrões 
típicos de avaliação bioquímica (Bittar F, 2008; Johnson G,2006) podendo introduzir 
importantes viés de análise.
As limitações das técnicas convencionais de microscopia e de cultura bacteriana 
incentivaram o desenvolvimento de técnicas alternativas capazes de permitir 
a identificação microbiana de uma forma mais rápida e precisa. Os métodos 
imunológicos foram uma das primeiras alternativas aos métodos convencionais. 
As técnicas de imunofluorescência, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e 
imunohistoquímica foram aplicadas na identificação de algumas espécies bacterianas 
em amostras de placa bacteriana e tecidos gengivais (Gmur R, 1989; Gersdorf H, 1993; 
Noiri Y, 1997). Os métodos imunológicos assentam na reação antigénio-anticorpo, na 
qual o anticorpo se encontra marcado com uma molécula capaz de produzir um sinal 
mensurável. Esse sinal pode ser uma alteração de cor, alteração elétrica ou emissão 
de fluorescência. A designação do método reflete a técnica e a reação utilizada 
(Peruski AH, 2003). As técnicas de imunohistoquímica são particularmente úteis na 
identificação in situ de microrganismos uma vez que permitem a identificação de 
antigénios em cortes histológicos. 
Os métodos imunológicos têm a vantagem de não dependerem dos tempos de 
cultura tornando-se mais rápidos e menos onerosos, mas apresentam sensibilidade 
e especificidade variável consequência da sua vulnerabilidade a inconsistências no 
processamento de amostras e a fenómenos de reatividade cruzada. Para além disso, 
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são técnicas difíceis de aplicar para avaliar múltiplas amostras polimicrobianas e a 
sua aplicação está condicionada aos kits de identificação, disponíveis para apenas 
algumas espécies, ou ao demorado processo de desenvolvimento e validação de 
anticorpos específicos para novas espécies (Socranski SS, 2005). 
Não é de estranhar portanto o predomínio, nas últimas duas décadas, dos métodos 
baseados nos ácidos nucleicos no estudo da microbiologia periodontal. O material 
genético dos seres vivos é único e específico para cada espécie. O conhecimento de 
pelo menos parte da sequência de DNA permite o desenvolvimento de sequências de 
oligonucleotídeos que hibridizem especificamente com determinadas sequências da 
molécula de DNA, fornecendo novos recursos para identificar não só determinados 
microrganismos como comunidades completas com potencial importância na 
patogénese das doenças periodontais (Wade WG, 2011; Marsh PD, 2011). Existem 
atualmente várias técnicas baseadas neste princípio e com aplicação no estudo das 
doenças periodontais como a PCR, DNA hybridization e DNA-DNA checkerboard 
(Paster BJ, 2009).
A PCR permite a deteção de microrganismos de forma rápida e sensível em amostras 
clínicas, sendo especialmente útil em microrganismos de crescimento fastidioso ou 
de difícil cultura em ambiente laboratorial. O método de PCR assenta em ciclos de 
aquecimento/arrefecimento que permitem a clivagem da molécula dupla de DNA 
e a replicação enzimática de determinada porção. Resumidamente, o processo 
inicia-se com a separação física das duas cadeias da molécula de DNA sujeitas a 
temperaturas acima dos 90°C (desnaturação do DNA). De seguida, os primers (i.e. 
pequenas sequências de oligonucleotídeos complementares para as extremidades 
da região alvo da molécula de DNA) emparelham a temperaturas que rondam os 
50-60°C (hibridação). E por fim, ocorre extensão dos primers por ação enzimática a 
70–78°C. Os produtos amplificados são posteriormente analisados por eletroforese e 
coloração por brometo de etídio. 
Vários autores têm utilizado a técnica de PCR no estudo da microbiota periodontal. 
Tipicamente estes estudos focam-se na identificação de putativos patogénicos 
periodontais como P. gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans (Lotufo 
RF, 1994; McClellan DL, 1996; Meurman JH, 1997; Lillo A, 2004; Sanz M,2004). Para 
situações onde é necessário identificar várias espécies e nas quais a proporção relativa 
de cada espécie é importante, a técnica de PCR convencional pode não ser o ideal. 
Nessa sequência, alguns autores têm recorrido à técnica de PCR real-time (Lyons SR, 
2000; Kawada M, 2004) na qual sondas fluorescentes são adicionadas, permitindo a 
emissão de um sinal fluorescente durante a amplificação do DNA (Monis PT, 2006), 
agilizando a obtenção de resultados (Mothershed EA, 2006) e permitindo ultrapassar, 
de alguma forma, o problema da quantificação (Heid CA, 1996). Porém, esta técnica 
comunga das limitações da técnica de PCR convencional na análise de múltiplas 
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amostras polimicrobianas, facto que, levou alguns autores a recorrer à técnica de PCR 
multiplex para identificação simultânea de putativos patogénicos periodontais (Garcia 
L, 1998; Tran SD, 1999). Nesta abordagem vários conjuntos de primers, específicos 
para diferentes sequências de DNA, são adicionados simultaneamente para permitir 
a amplificação de uma mistura heterogénea de DNA reduzindo tempo e consumos. 
Porém, implica a utilização de diferentes primers que apresentem a mesma eficácia a 
determinada temperatura e a produção de amplicons (i.e. produtos de amplificação) 
com diferentes pesos moleculares tornando o processo de otimização lento e 
complexo (Monis PT, 2006; Paster BJ, 2009). 
O recurso a técnicas de DNA-DNA hybridization é outra possibilidade no estudo do 
biofilme periodontal. O método assenta tipicamente na hibridação entre uma sonda 
(habitualmente marcada com moléculas fluorescentes ou radioativas) e o alvo de 
DNA. Uma hibridação positiva assinala a presença das espécies alvo (Pereira F, 2008). 
As sondas de DNA podem ser totais (whole genomic) ou sondas de oligonucleotídeos 
que visam apenas identificar uma zona alvo do DNA de determinada espécie. Apesar 
de teoricamente serem bastante sensíveis e específicas, podem, na realidade, conduzir 
a viés de análise. Por exemplo, a utilização de sondas de DNA totais pode, por um 
lado, favorecer reações cruzadas entre espécies filogeneticamente muito próximas 
devido à existência de regiões comuns na molécula de DNA, e por outro lado, não 
detetar todas as estirpes de uma mesma espécie por pequenas variações na sequência 
de DNA. As sondas de oligonucleotídeos obviam estas limitações, mas são menos 
sensíveis na deteção de espécies pouco abundantes na amostra. As técnicas de DNA-
DNA hybridization permitem a identificação simultânea de diferentes espécies, mas 
em número muito reduzido. 
O formato checkerboard, pode estender marcadamente o número de amostras 
avaliadas para uma ampla variedade de espécies bacterianas (Socranski SS, 2005). 
Existem dois tipos de hibridação checkerboard: a direta e a reversa. A técnica de 
DNA-DNA checkerboard direta foi pela primeira vez descrita, em 1994, por Socransky 
e colaboradores (Socransky SS, 1994b) e desde então tem sido utilizada no estudo 
da microbiota periodontal (Socransky SS, 1998; Haffajee AD, 2008a e b). É uma 
técnica que permite a análise quantitativa e simultânea de 40 espécies bacterianas 
por hibridação do DNA presente numa amostra polimicrobiana com 40 sondas de 
DNA (whole genomic) diferentes marcadas com uma molécula capaz de produzir 
um sinal mensurável. Devido ao seu desenho característico é possível avaliar até 28 
amostras polimicrobianas em simultâneo reduzindo drasticamente o tempo e os 
custos laboratoriais. Resumidamente, o DNA extraído e desnaturado proveniente 
das amostras a analisar é fixado de forma individualizada numa única membrana de 
nylon. A hibridação simultânea com as sondas de DNA pré-selecionadas e marcadas 
permite identificar as espécies presentes nas amostras com um limiar de deteção, 
tipicamente, de 104 células. A quantificação pode ser realizada por comparação direta 
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de zonas controlo com concentrações conhecidas. (Socransky SS, 1994b). Na técnica 
de DNA-DNA checkerboard reversa, descrita por Paster e colaboradores (Paster BJ, 
1998), são utilizadas sondas de oligonucleotídeos de DNA. Para obviar o problema da 
sensibilidade destas sondas, a sequência alvo de DNA é marcada e amplificada pela 
técnica de PCR, previamente à hibridação. Esta técnica não permite a quantificação, 
mas tem a vantagem de, ao contrário da técnica direta, permitir a deteção de bactérias 
pertencentes ao segmento incultivável (Paster BJ, 2009). 
Em 1998, Dibart e colaboradores adaptaram a técnica de DNA-DNA checkerboard 
direta para permitir, de alguma forma, a deteção bacteriana in situ, acrescentando 
novas potencialidades à técnica original. Ao aplicar o gradiente de densidade de 
Percoll a uma amostra de células epiteliais, previamente ao DNA-DNA checkerboard, 
foi possível separar as células, com ou sem bactérias aderidas, das bactérias livres, e 
assim calcular a percentagem de determinadas espécies bacterianas no interior ou 
aderidas à superfície das células epiteliais (Dibart S, 1998). 
6.1. Métodos de identificação in situ de microrganismos
Após décadas focadas em certos putativos agentes patogénicos e em alguns 
complexos bacterianos como agentes causadores de periodontite, é atualmente 
indiscutível que para controlar a interação microbiota-hospedeiro, a benefício do 
próprio, é necessário compreender a fundo o biofilme supra e subgengival e a sua 
dinâmica num ecossistema tão característico como o da cavidade oral (Fernandez 
y Mostajo M, 2011). E, essencialmente, qual o processo disruptor da homeostasia 
entre a microbiota subgengival e as defesas do hospedeiro. A invasão bacteriana 
dos tecidos periodontais tem sido apontada como tal. Porém, as dificuldades em 
visualizar, discriminar, quantificar e determinar a localização de forma exata da flora 
subgengival e intragengival de forma reprodutível e com boa relação custo-benefício, 
mantêm a sua caracterização para efeitos de diagnóstico ou investigação, ainda, um 
desafio (Tribble GD, 2010).
6.1.1. Hibridação in situ fluorescente 
O método de FISH para deteção bacteriana baseia-se na hibridação entre sondas, 
habitualmente sondas oligonucleotídicas de DNA marcadas com moléculas fluores-
centes, e zonas alvo do rRNA da célula bacteriana, respeitando a integridade celular. 
Tipicamente são utilizadas as moléculas cyanine (p.e., Cy3 e Cy5) e fluorescein como 
marcadores, mas uma nova geração, os Alexa Fluors, têm ganho aceitação pela sua 
maior fotoestabilidade e luminosidade (Berlier JE, 2003). Contudo, ao fim de algum 
tempo de permanência do fluorocromo nas células o seu efeito desaparece. Para além 
de necessitar de equipamentos modernos e dispendiosos (p.e. microscópio com filtros 
epifluorescentes), as preparações não são permanentes, dependendo do operador 
a seleção dos campos e o registo das imagens em software próprio (Sui W, 2009). 
Além disso, como os fluorocromos utilizados possuem elevada sobreposição dos seus 
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espetros de excitação e emissão, a precisão na deteção de determinado fluorocromo 
só é possível com a utilização de filtros para determinada gama de comprimentos 
de onda, limitando o número de fluorocromos que podem ser simultaneamente 
diferenciados. Esta particularidade faz com que o método de FISH convencional apenas 
permita a visualização de um muito reduzido número de microrganismos diferentes, 
numa dada amostra. Não obstante, Valm et al. (2012) desenvolveram uma estratégia 
de Combinatorial Labeling and Spectral Imaging (CLASI), que por imagem espectral e 
combinação de dois ou mais fluorocromos em cada microrganismo permite expandir 
significativamente o número de microrganismos distinguíveis num campo de visão.
O método de FISH (Figura 3) compreende, habitualmente, quatro passos: fixação, 
hibridação e lavagem seguidos da visualização de resultados por microscopia 
epifluorescente. A fixação envolve o uso de químicos como a formalina, o 
parafolmaldeído, o metanol ou o etanol que fixam e permeabilizam a célula alvo. 
Por vezes, um pré-tratamento com lisozima ou outras enzimas proteolíticas pode 
ser necessário, especialmente para bactérias gram-positivas. Durante a hibridação 
as sondas entram na célula e procuram hibridar especificamente com a sequência 
alvo complementar na subunidade 16S do rRNA procariótico. Esta escolha apresenta 
duas importantes vantagens. A primeira está relacionada com o facto de ser um 
marcador filogenético muito abundante na célula, o que potencia a intensidade do 
sinal observado sem necessidade de amplificação prévia. A segunda, deriva do facto 
de existirem extensas e precisas bases de dados para a subunidade pequena do 
FIGURA 3. Representação esquemática da aplicação do método de hibridação in situ fluorescente (FISH) a uma amostra 
polimicrobiana. Adaptado de Amann R, 2008.
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ribossoma, o que permite um criterioso conhecimento das populações microbianas. 
A Ribossomal Database Project (RDP), por exemplo, possui cerca de 3.224.600 
de 16S rRNAs e é atualizada mensalmente (rdp.cme.msu.edu). A hibridação está 
condicionada por fatores como a temperatura, pH, força iónica e concentração de 
formamida que são devidamente controlados para garantir que a sonda é capaz de 
aceder e hibridar com a sequência complementar. Se a sequência alvo não estiver 
presente nos ribossomas celulares as sondas não são capazes de hibridar e todas 
as sondas livres são removidas por lavagem. Desta forma, após a otimização do 
processo, apenas células que contêm a sequência alvo e em condições específicas e 
controladas retêm a sonda na hibridação e na lavagem, garantindo a especificidade 
do método (Delong EF, 1989; Silverman AP, 2007; Wagner M, 2003).  
Por respeitar a localização e a integridade celular, o método de FISH, é particularmente 
útil no estudo da organização espacial dos biofilmes. Para além disso, como depende 
da quantidade de rRNA presente na célula bacteriana a hibridação só é positiva 
em infeções ativas (Forrest GN, 2007). Como tal, alguns autores têm utilizado esta 
técnica para observar, in situ, a distribuição espacial de patogénicos periodontais no 
biofilme supra e subgengival (Zijnge V, 2010a), bem como, a sua capacidade para 
invadir as células epiteliais do hospedeiro (Rudney JD, 2001; Colombo AV, 2007). 
Contudo, apesar do valor acrescentado que oferece no conhecimento da estrutura 
tridimensional dos biofilmes e sua interação com os tecidos do hospedeiro, esta 
técnica está fortemente condicionada por algumas limitações no processo de FISH 
como a baixa permeabilidade celular, afinidade de hibridação e acessibilidade ao 
local alvo pelas sondas de DNA. Estas limitações causam frequentemente falta de 
sensibilidade e especificidade com importantes perdas de informação (Amann R, 
2008). Para ultrapassar estas limitações têm sido desenvolvidos análogos ou mímicos 
dos ácidos nucleicos (Cerqueira L, 2008).
FIGURA 4. Estrutura química das cadeias de DNA e PNA. A - adenina, C - citosina, G - guanina e T - timina, ϴ carga 
negativa. Adaptado de http://www.biomers.net (último acesso julho 2015).
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7. O ÁCIDO PEPTÍDICO NUCLEICO
O PNA foi publicado pela primeira vez em 1991, por Nielsen e colaboradores (Nielsen 
PE, 1991) e desde a última metade da década de 90 tem sido utilizado na deteção 
microbiana (Guimarães N, 2007; Almeida C, 2011; Cerqueira L, 2011; Alves CT, 2014). 
Neste mímico de DNA, a cadeia central de desoxirribose-fosfato, carregada negativa-
mente, é substituída por uma cadeia central neutra composta por unidades repetidas 
de N-(2-aminoetill) glicina unidas por ligações peptídicas. As diferentes bases (purinas 
e pirimidinas) encontram-se ligadas à cadeia central com uma configuração e distância 
intramolecular similar ao DNA permitindo o emparelhamento da molécula de PNA 
com as sequências de DNA ou RNA (Nielsen PE, 1999; Shakeel S, 2006).
A ausência de repulsão negativa entre a cadeia eletricamente neutra de PNA e a 
cadeia complementar de RNA ou DNA permite uma ligação mais rápida, mas também 
mais forte e com maior estabilidade térmica que os duplexes de DNA/DNA. Regra 
geral, a temperatura de fusão ou melting (Tm) de um duplex PNA/DNA ou PNA/
RNA é 1°C superior por cada par de bases (pb) em comparação com o DNA/DNA 
correspondente. Este aumento na Tm faz com que seja possível o desenho de sondas 
de PNA mais curtas que as suas homólogas de DNA melhorando, não só o acesso às 
sequências alvo da molécula de RNA, como a sua especificidade. Uma sonda mais 
curta é menos tolerante a mismatches. De facto, sequências de aproximadamente 15 
pb de comprimento são ideais para sondas de PNA, ao contrário das convencionais 
sequências de 20 a 24 pb das sondas de DNA. Para além disso, a Tm é praticamente 
independente da concentração salina envolvente possibilitando a hibridação a 
baixas concentrações. Como resultado, as estruturas secundárias do rRNA ficam 
destabilizadas melhorando, também por esta via, o acesso às sequências alvo. Isto 
acontece porque a neutralidade da molécula de PNA ultrapassa a necessidade da 
presença de iões positivos a contrabalançar a repulsão existente entre duas cadeias 
negativas. Outra vantagem da molécula de PNA é a sua natureza hidrofóbica que 
facilita a penetração celular e a difusão através da matriz do biofilme. Por último, 
e por se tratar de uma molécula sintética apresenta maior resistência às nucleases 
e proteases celulares (Nielsen PE, 1993; Hyrup B, 1996; Nielsen PE, 1999). O uso de 
sondas de PNA trouxe robustez e maior sensibilidade e especificidade à técnica con-
vencional de FISH (Cerqueira L, 2008). 
7.1. Sondas de PNA
O desenho das sondas de PNA compreende várias etapas e deve obedecer a uma 
série de condicionalismos por forma a se obter a melhor eficácia possível da técnica 
de PNA-FISH.
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 Os oligonucleotídeos potencialmente úteis com cerca de 15 pb podem ser identificados 
utilizando o programa Primerose acoplado à base de dados de rRNA 16S do RDP-II. Um 
dos parâmetros mais importantes a ter em consideração na escolha do oligonucleotídeo 
que servirá de base à sonda de PNA é a sua sensibilidade e especificidade para o 
microrganismo alvo. A sensibilidade e especificidade teórica podem ser calculadas 
recorrendo às bases de dados atualizadas disponíveis no RDP-II e no National Center 
for Biotechnology (NCBI). A sensibilidade corresponde ao quociente entre o número 
de estirpes alvo detetadas pela sonda e o número total de estirpes alvo que estão 
documentadas na base de dados, enquanto a especificidade é o quociente entre o 
número de estirpes não-alvo não detetadas pela sonda e o número total de estirpes 
não-alvo que estão documentadas na base de dados (Almeida C, 2010). O segundo 
parâmetro muito importante a considerar é a inexistência de autocomplementaridade 
na sequência escolhida, uma vez que a hibridação entre sequências complementares 
de PNA pode ocorrer gerando falsos positivos (Stender H, 2002). Em terceiro lugar, 
devem ser preferidas sequências com elevada percentagem de guanina e citosina, e 
preferencialmente, com uma destas bases em posição inicial e final, por serem bases 
com ligações mais fortes favorecendo uma hibridação mais específica. Finalmente, 
a variação global da energia livre de Gibbs acima do limite teórico de -13.0 kcal/
mol, definido para sondas de DNA deverá também ser ambicionado no desenho das 
sondas de PNA, por forma a maximizar a afinidade, i.e., a capacidade que a sonda 
tem de se ligar ao seu alvo segundo as condições de hibridação. (Yilmaz LS, 2006; 
Silverman AP, 2007). A energia livre de Gibbs que envolve as interações entre rRNA 
e a sonda de PNA pode ser estimada pelas equações de Santalucia et al. (SantaLucia 
J Jr, 2004). 
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|  ESTRUTURA DO CAPÍTULO
Este capítulo apresenta separadamente os três estudos conduzidos ao longo deste 
programa doutoral e que visam corresponder, respetivamente, aos três grandes 
objetivos propostos. 
O primeiro estudo é um ensaio clínico randomizado, crossover e duplamente cego 
que visou avaliar o impacto da disrupção mecânica e da ação química de colutórios 
orais sobre o biofilme oral na redução de CSV. O segundo estudo é uma revisão 
sistemática elaborada com o objetivo de tentar estabelecer a evidência científica 
existente acerca da relação entre a invasão do periodonto por patogénicos periodontais 
e doença periodontal. O terceiro estudo reporta o desenvolvimento e aplicação de 
novas sondas de PNA para a deteção de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans em 
amostras clínicas. 
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Mendes L, Coimbra J, Pereira AL, Resende M, Pinto MG
Departamento de Periodontologia, Faculdade de Medicina Dentária, Universidade do Porto, Portugal.
EFEITO COMPARATIVO DE UM NOVO COLUTÓRIO 
CONTENDO CLOROHEXIDINA, TRICLOSAN E ZINCO 
NA REDUÇÃO DE COMPOSTOS SULFURADOS 
VOLÁTEIS: UM ESTUDO RANDOMIZADO, CROSSOVER E 
DUPLAMENTE CEGO.
E1 | 
Objetivos: Este estudo tem como objetivos a comparação do efeito redutor nos níveis de 
CSV de dois colutórios orais, utilizando um modelo de mau hálito matinal, e a avaliação do 
papel do controlo mecânico da placa bacteriana (CMP) quando realizado previamente ao 
bochecho com o colutório.
Material e Métodos: Onze voluntários com boa saúde oral foram incluídos num estudo 
randomizado, duplamente cego e com um desenho crossover composto por seis etapas 
e um período de washout de 7 dias. Dois colutórios comerciais foram testados usando 
uma solução salina (NaCl 0,9%) como controlo negativo: um colutório continha 0,05% de 
clorohexidina, 0,05% de cloreto de cetilpiridínio e 0,14% de lactato de zinco (CHX-CPC-Zn), 
enquanto o outro continha 0,05% de clorohexidina, 0,15% de triclosan e 0,18% pidolato 
de zinco (CHX-triclosan-Zn). O monitor de CSV portátil (Halimeter®) foi usado para a 
quantificação de CSV. As avaliações foram feitas no início do estudo (baseline) e 1, 3 e 5 
horas após o bochecho. Diferenças significativas foram detetadas por análise de variância.
Resultados: Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos na baseline. 
Este estudo não foi capaz de demonstrar uma influência significativa do CMP na redução 
dos níveis de CSV quando realizado antes do bochecho com os colutórios (p = 0,631). 
Não obstante, observou-se que ambos os colutórios reduziram efetivamente os níveis de 
CSV em todos os intervalos de teste (p <0,05). Porém, não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significativas entre os colutórios em nenhum dos intervalos de teste (p = 
0,629, p= 0,069 e p=0,598 em 1, 3 e 5 horas).
Conclusão: Este estudo demonstrou que CHX-CPC-Zn e CHX-triclosan-Zn têm efeitos 
significativos e similares na redução dos níveis de CSV, que persistem por pelo menos 5 
horas. Tais efeitos foram independentes da CMP prévio, que não conseguiu melhorar os 
resultados do uso isolado de colutórios orais.
Os resultados deste estudo encontram-se publicados no artigo: Mendes L, Coimbra J, 
Pereira AL, Resende M, Pinto MG. Comparative effect of a new mouthrinse containing 
chlorhexidine, triclosan and zinc on volatile sulphur compounds: a randomized, crossover, 
double-blind study. Int J Dent Hygiene 2015. DOI: 10.1111/idh.12132 [Epub ahead of print]
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MATERIAL E MÉTODOS
Voluntários
Os alunos da Faculdade de Medicina Dentária do Porto foram convidados a participar. 
Antes do início do estudo, os voluntários foram submetidos a uma consulta de 
triagem. Os indivíduos que concordaram em cumprir com as seguintes instruções 
foram incluídos: 
a) abster-se da utilização de colutórios orais com ação antisséptica uma semana 
antes e durante o estudo; 
b) abster-se do consumo de alho, cebola, alimentos picantes e bebidas alcoólicas 
24 horas antes dos períodos experimentais;
c) não utilizar produtos cosméticos perfumados nos períodos experimentais;
d) abster-se da  ingestão de alimentos sólidos e líquidos (exceto água) durante 
períodos experimentais; 
e) abster-se do consumo de gomas de mascar ou doces durante os períodos 
experimentais; e,
f) não executar quaisquer métodos de higiene oral antes e durante os períodos 
experimentais.
Os indivíduos que apresentavam qualquer uma das seguintes condições foram excluídos:
a) lesões de cárie cavitadas;
b) lesões na mucosa oral;
c) presença de mais do que uma bolsa periodontal ≥5 mm;
d) índice de HPS ≥10%;
e) patologia sistémica;
f) terapia antimicrobiana recente (≤ 3 meses) ou atual; e, 
g) gravidez ou lactação.
O consentimento informado, por escrito, foi obtido junto de todos os voluntários. 
Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética da Faculdade de Medicina Dentária 
do Porto.
O desenho do estudo
Este é um estudo crossover, randomizado e duplamente cego. Seguindo uma sequência 
aleatória gerada por computador, os voluntários utilizaram tanto os colutórios como 
o controlo negativo, com ou sem remoção mecânica de placa bacteriana prévia, em 6 
períodos experimentais distintos, de 5 horas cada, originando 6 grupos crossover (E1-
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Figura 1). Cada período experimental foi seguido de um período de 7 dias de washout. 
À exceção dos períodos experimentais, não foi pedido aos voluntários que alterassem 
o seu regime normal de higiene oral durante o período de estudo de 6 semanas. Para 
induzir mau hálito matinal os voluntários abstiveram-se de qualquer medida higiene 
oral, de comer, de beber, e de mascar gomas ou doces após a meia-noite da noite 
anterior aos períodos experimentais.
Os produtos de teste Halita® (Dentaid, Cerdanyola, Barcelona, Espanha) (CHX-CPC-
Zn) e Bexident® Halitosis (ISDIN, Barcelona, Espanha) (CHX-triclosan-Zn) bem como 
o controlo negativo (NaCl 0,9%) foram comprados numa farmácia local e, de seguida, 
reembalados em garrafas opacas, idênticas e codificadas como A, B e C, por um 
agente externo, garantindo a ocultação no estudo. Nem os participantes nem os 
examinadores estavam cientes da codificação, uma vez que esta foi mantida num 
envelope opaco e lacrado e só foi revelada após a análise estatística estar completa.
Período experimental
O estudo foi realizado na clínica da Faculdade de Medicina Dentária do Porto. Cada 
período experimental começou com uma avaliação basal do mau hálito que incluiu a 
avaliação organolética do ar exalado pela cavidade oral e a medição de CSV utilizando 
um monitor portátil de CSV, o Halimeter® (Interscan Corporation, Chatsworth, CA, 
EUA). De seguida, foi pedido aos voluntários para bochecharem (sem gargarejar) com 
o produto atribuído durante 1 minuto e sob supervisão. Para alguns grupos (CMP), o 
bochecho foi precedido por remoção mecânica da placa bacteriana, realizada por um 
profissional treinado, que incluiu escovagem com uma escova de nylon, montada em 
contra-ângulo, e água, uso de um fio dentário standard, e raspagem da língua com 
uma espátula de madeira. As avaliações do mau hálito foram repetidas 1, 3 e 5 horas 
após o bochecho.
Avaliação da halitose
O ar exalado pela cavidade oral foi avaliado organoleticamente utilizando uma escala 
de 0-5 (Rosenberg  M, 1991), após 1 minuto com a boca fechada, por 2 examinadores 
treinados localizados a uma distância de 10 centímetros da boca do voluntário. Após 
1 minuto adicional com a boca fechada, foi colocada uma palhinha descartável sobre 
a superfície dorsal da língua tendo-se realizado 2 medições consecutivas de CSV, 
utilizando o Halimeter® (Interscan Corporation, Chatsworth, CA, EUA). Os níveis de 
CSV foram registados em partes por bilião (ppb), tendo-se utilizado a média das duas 
medições na análise dos dados.
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E1 | FIGURA 1. Fluxograma do recrutamento de voluntários e desenho do estudo.
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Análise estatística
A estimativa do tamanho da amostra foi feita utilizando o software G*power v3.1.7 
(Faul F, 2007). Para avaliar o efeito e possível interação dos colutórios e CMP na 
redução dos níveis de CSV foi realizada uma análise de variância multivariada 
(MANOVA). As diferenças entre os grupos foram avaliadas com teste de Kruskal-Wallis 
seguido de comparações pairwise utilizando o teste Mann-Whitney U com correção 
de Bonferroni. As diferenças dentro dos grupos de tratamento foram avaliadas pelo 
teste de Friedman, seguido dos testes de post-hoc LSD. O coeficiente de correlação 
de Pearson foi utilizado como uma medida do tamanho do efeito. A correlação de 
Spearman foi efetuada para determinar a relação entre as pontuações organolépticas 
e as medições CSV. Foi considerado um nível de significância de α = 0,05. Todos 
os dados foram analisados utilizando o software estatístico PASW® 18 (SPSS Inc., 
Chicago).
RESULTADOS
Onze indivíduos, 8 do sexo feminino (72,7%) e 3 do sexo masculino (27,3%), com 
idades entre os 20 e 23 anos (média ± DP: 21,9 ± 0,8) foram incluídos (E1-Tabela 1).
Dez indivíduos (90,9%) completaram todos os 6 períodos experimentais consecutivos. 
Um indivíduo (9,1%) necessitou de tratamento antibiótico urgente, por um problema 
médico não relacionado, e só completou os 4 primeiros períodos experimentais. Os 
valores médios dos níveis de CSV para todos os grupos e em todos os intervalos de 
teste estão expressos na E1-Tabela 2.
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A análise multivariada
A análise estatística multivariada per protocol revelou que o efeito observado sobre 
os níveis de CSV pode ser atribuído apenas à utilização de colutórios (p = 0,001), 
uma vez que o CMP não influenciou significativamente os valores de CSV (p = 0,631), 
mesmo quando executado antes da realização do bochecho (p = 0,959).
Como o efeito CMP foi considerado insignificante, a análise estatística prosseguiu 
considerando apenas os grupos definidos pelo uso do colutório (controlo negativo, 
CHX-triclosan-Zn e CHX-CPC-Zn).
Impacto dos colutórios no mau hálito matinal
O mau hálito matinal foi avaliado por medição dos CSV e por avaliação organolética. 
Foi encontrada uma correlação positiva e significativa entre os dois métodos, em 
todos os intervalos de teste: basal (rs = 0,38; p = 0,001), 1h (rs = 0,43; p = 0,001), 3h 
(rs = 0,48; p <0,01) e 5h (rs = 0,54; p <0,001).
Níveis de CSV e avaliação organolética na baseline
Os níveis CSV (média ± DP: 209,8 ± 109) e as pontuações organoléticas (AIQ [25º - 75º]: 
0-2) foram relativamente baixos, o que está de acordo com o modelo de mau hálito 
matinal (E1-Tabela 1). Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 
nos níveis de CSV (p = 0,982) (E1-Tabela 3) e nas pontuações organoléticas (p = 
0,513) (E1-Tabela 4) entre os grupos teste. O período de 7 dias de washout parece ser 
adequado uma vez que nenhum efeito carry-over parece ter ocorrido.
Análise intragrupo por colutório
A análise estatística demonstrou que os colutórios CHX-triclosan-Zn e CHX-CPC-Zn 
reduziram significativamente os níveis de CSV na primeira hora após a utilização (p = 
0,002 e p <0,001, respetivamente). Esta redução manteve-se durante todo o período 
experimental de 5 horas, sem se encontrarem diferenças significativas dentro de 
grupos de tratamento, nos diferentes intervalos (E1-Tabela 3).
Estas observações contrastam com as observadas no grupo do controlo negativo, 
onde foi observado um aumento progressivo dos níveis de CSV durante todo o 
período experimental de 5 horas.
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Análise entre grupos por colutório
Ambos os colutórios CHX-triclosan-Zn e CHX-CPC-Zn mostraram uma redução 
significativa nos níveis de CSV quando comparados com o controlo negativo às 1h (p 
= 0,013; r = -0,41 e p = 0,009; r = -0,42), 3h (p = 0,010; r = -0,42 e p <0,001; r = -0,59) 
e 5h (p <0,001; r = -0,64 e p <0,001; r = -0,64), após o bochecho.
Embora os colutórios tenham exibido um comportamento diferente, com CHX-
triclosan-Zn a alcançar a redução de CSV máxima (27,5%) na primeira hora de 
tratamento e CHX-CPC-Zn a atingir o seu máximo de redução de CSV (30,1%) 5 horas 
após o bochecho, não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 
entre os colutórios em nenhum dos intervalos de teste (p = 0,781; r = -0,05; p = 0,068; 
r = -0,3 e p = 0,781; r = -0,05 em 1, 3 e 5 horas).
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Com base nestes resultados, é razoável afirmar que o tamanho da amostra foi suficiente 
para detetar efeitos de média e grande dimensão (Cohen J, 1992). No entanto, não 
podemos excluir totalmente que diferenças entre efeitos de menor dimensão entre o 
CHX-triclosan-Zn e CHX-CPC-Zn poderiam alcançar significância estatística com um 
tamanho maior de amostra.
DISCUSSÃO
Nas últimas décadas, numerosos colutórios foram comercializados alegando eficácia 
no controlo do mau hálito. Estudos anteriores demonstraram que a associação de 
CHX (em dose baixa), CPC e Zn teve um efeito anti-halitose significativo e duradouro 
(Winkel EG, 2003; Roldán S, 2004; Fedorowicz Z, 2008; Blom T, 2012).
Neste estudo, pretendeu-se comparar esta formulação de sucesso com uma fórmula 
semelhante composta por baixa dosagem CHX, triclosan e Zn. Além disso, procurou-se 
avaliar se a realização de CMP antes do colutório poderia potenciar a redução de CSV.
Os dois colutórios tiveram um efeito significativo e sobreponível na redução dos 
níveis de CSV, quando comparados com o controlo negativo, tanto nos grupos 
CMP como nos grupos não-CMP. O CMP não conseguiu demonstrar uma influência 
significativa na redução dos níveis de CSV quando realizado antes do colutório. Estes 
dados sugerem que os efeitos observados poderão ser atribuídos exclusivamente à 
utilização do colutório, uma vez que, a escovagem dentária, o uso do fio dentário e 
a raspagem da língua, per se, tiveram baixo impacto sobre a redução do mau hálito 
matinal. Estes resultados contrastam com os de outros autores que encontraram uma 
redução significativa nos CSV com procedimentos de higiene oral, particularmente 
com a raspagem da língua (Farrell S, 2006; Faveri M, 2006).
O modelo de mau hálito matinal, apesar de bem aceite para demonstrar a redução 
de CSV por colutórios, pode não ser o mais adequado para avaliar o impacto do 
CMP na redução de CSV. Acredita-se que o mau hálito matinal resulta da xerostomia 
e da menor disponibilidade de oxigênio durante a noite, o que promove a formação 
transitória de CSV por bactérias anaeróbias (Kleinberg I, 2002). A ausência de um 
biofilme gram-negativo estruturado, maduro e predominantemente anaeróbio (apenas 
8 a 12 horas de abstenção de higiene oral) pode ter levado a uma subestimação do 
efeito da remoção mecânica da placa bacteriana. No entanto, Quirynen et al. (2005), 
também não conseguiu encontrar uma redução significativa nos níveis de CSV após 
tratamento periodontal seguido de duas semanas de higiene oral realizada pelos 
próprios pacientes, diagnosticados com periodontite moderada, exceto quando um 
colutório foi adicionado.
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O nosso estudo suporta dados anteriormente publicados alegando a eficiência de 
CHX-CPC-Zn no controlo do mau hálito e demonstra que a associação de baixa dose 
de CHX, triclosan e Zn teve um efeito anti-CSV similar.
A eficácia destes dois colutórios na redução dos níveis de CSV pode ser explicada 
pela combinação da ação antibacteriana com o efeito neutralizador de odor exibido 
pelos componentes das soluções. A CHX é um agente anti-halitose bem aceite e é 
considerado o gold standard no controlo químico da halitose. A eficácia antimicrobiana 
de CHX é dose e tempo-dependente (Quirynen M, 2002; Young A, 2003). Doses mais 
altas têm um efeito antimicrobiano superior, mas podem causar manchas nos dentes e 
alteração do paladar, após longos períodos de uso, que são muitas vezes necessários 
no tratamento da halitose. Em ambos os colutórios testados, a concentração de 
CHX é reduzida para ultrapassar estes efeitos adversos, sendo a ação antibacteriana 
complementada com outros agentes, tais como o triclosan e o CPC (Moran J, 1997; 
Roldán S, 2003; Sreenivasan PK, 2005). O CPC tem um efeito limitado na redução 
dos níveis de CSV quando utilizado isoladamente (Kleinberg I, 2002; Carvalho MD, 
2004; Saad S, 2011). No entanto, vários estudos têm mostrado que o CPC tem um 
efeito sinérgico quando utilizado conjuntamente com a CHX, conseguindo uma 
redução superior dos CSV do que a CHX isolada (Quirynen M, 2002; Roldán S, 2004). 
O triclosan, quando utilizado como agente único, tem mostrado resultados positivos 
nomeadamente quando aplicado em dentífricos, embora, de forma semelhante ao 
CPC, o seu efeito na redução dos níveis de CSV seja inferior ao da CHX (Niles HP, 
1999; Sharma NC, 1999; Nogueira-Filho GR, 2002). Ambos os colutórios contêm Zn. 
Contrastando com os componentes anteriores, o uso de Zn no controlo da halitose 
assenta essencialmente no seu efeito neutralizador. O Zn reage com os CSV formando 
um complexo insolúvel não-volátil e, portanto, não-aromático, (ZnS) (Boulware RT, 
1984) de uma forma dose-dependente, em particular depois da primeira hora após o 
bochecho (Rösing CK, 2002; Kleinberg I, 2002).
O efeito na redução de CSV dos colutórios anti-halitose após uma única utilização em 
indivíduos com mau hálito matinal apresenta boa relação custo-benefício, implicações 
éticas mínimas e tem sido aceite na literatura em estudos preliminares e comparativos 
da eficácia de produtos (Roldán S, 2004).
Os nossos resultados suportam o uso da associação CHX-triclosan-Zn no controlo da 
halitose, mas a extrapolação dos resultados para os pacientes com halitose genuína 
deve ser feita com cuidado. Para determinar se o efeito anti-CSV observado irá traduzir 
uma melhoria clínica em pacientes com halitose, sem efeitos adversos indesejáveis, 
são necessários estudos de longo prazo, tal como recomendado pela American 
Dental Association nas suas orientações para aprovação de produtos anti-halitose. 
Além disso, falta clarificar definitivamente a importância da disrupção mecânica da 
placa bacteriana no controlo do mau hálito.
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CONCLUSÃO
Este estudo demonstrou que os colutórios CHX-CPC-Zn e CHX-triclosan-Zn têm 
efeitos significativos e similares na redução dos níveis de CSV, que persistem por pelo 
menos 5 horas em indivíduos adultos saudáveis com mau hálito matinal. Tais efeitos 
foram independentes do CMP prévio, que não conseguiu melhorar os resultados da 
utilização do uso do colutório isoladamente.
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RELAÇÃO ENTRE A INVASÃO DO PERIODONTO 
POR PATOGÉNICOS PERIODONTAIS E A DOENÇA 
PERIODONTAL: UMA REVISÃO SISTEMÁTICAE2 | 
Introdução: A invasão bacteriana dos tecidos periodontais tem sido apontada como um 
passo relevante na etiopatogenia da doença periodontal. A presente revisão sistemática 
avaliou a evidência científica existente sobre a relação entre a qualidade ou quantidade da 
microbiota periodontal nos tecidos periodontais e o desenvolvimento de doença periodontal.
Métodos: Foram revistas as bases de dados Medline, PubMed, Cochrane-central, ISI Web 
of Knowledge e SCOPUS, até janeiro de 2014. Foram selecionados todos os estudos que 
reportaram a avaliação de invasão de patogénicos periodontais em tecidos humanos.
Resultados: Foram encontrados 440 títulos/resumos dos quais 26 foram selecionados para 
leitura completa. Vinte e três artigos foram posteriormente excluídos devido à existência de 
dados insuficientes ou de um protocolo de estudo não relacionado com os objetivos desta 
revisão sistemática. Todos os estudos incluídos foram estudos de caso-controlo que avaliaram 
a presença de bactérias intracelulares ou aderentes às células epiteliais em bolsas periodontais 
versus sulcos gengivais. Os protocolos de estudo apresentaram heterogeneidade quanto 
às definições de caso e controlo, bem como nas abordagens metodológicas empregues 
na identificação microbiana. Não foram encontradas diferenças significativas consistentes 
relacionadas com a presença/ausência ou proporção de periopatogénicos específicos, 
uma vez que, apenas um estudo encontrou diferenças estatisticamente significativas em 
relação à presença de A. actinomycetemcomitans (p = 0,043), T. forsythia (p<0,001), P. 
intermédia (p<0,001), C. ochracea (p <0,001) e C. rectus (p = 0,003) em células epiteliais 
de bolsas periodontais versus sulcos gengivais. Todos os estudos relataram uma maior 
carga bacteriana inespecífica no interior ou aderente a células epiteliais colhidas em bolsas 
periodontais em comparação com sulcos gengivais.
Conclusão: Os dados atualmente disponíveis apresentam qualidade baixa a moderada e 
são inconsistentes em razão do desenho dos estudos, descrições incompletas e diversidade 
metodológica. Assim sendo, não existe evidência científica suficiente para suportar ou 
excluir a invasão de patogénicos periodontais como um passo chave na etiopatogénese 
da doença periodontal, sendo necessários mais estudos.
Os resultados deste estudo encontram-se publicados no artigo: Mendes L, Azevedo NF, 
Pinto MG. Relationship between invasion of the periodontium by periodontal patho-
gens and periodontal disease: a systematic review. Virulence 2015; 6(3):208-215, DOI: 
10.4161/21505594.2014.984566
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MÉTODOS
Esta revisão sistemática foi conduzida de acordo com as guidelines da Cochrane 
Collaboration (Higgins JPT, 2013) e Transparent Reporting of Systematic Reviews and 
Meta-Analyses [PRISMA statement] (Moher D, 2009), por forma a responder à seguinte 
questão: Qual a relação entre a qualidade ou quantidade de putativos patogénicos 
periodontais nos tecidos periodontais e a doença periodontal? 
Critérios de elegibilidade
Todos os estudos que reportaram a avaliação da invasão de patogénicos periodontais 
em tecidos periodontais humanos foram considerados elegíveis. Para ser o mais 
abrangente possível não foram aplicadas restrições em relação ao ano ou língua da 
publicação. A decisão de exclusão de artigos de língua estrangeira que não a inglesa foi 
adiada para a próxima etapa. Os artigos de revisão e os casos clínicos foram excluídos.
Estratégia de pesquisa
Quatro bases de dados online foram utilizadas na procura de artigos que cumpriam 
adequadamente os objetivos do estudo: a National Library of Medicine, Washington D.C. 
(MEDLINE-PubMed), a Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL), a ISI 
Web of Knowledge (Thomson Reuters) e a SCOPUS (Elsevier). A pesquisa decorreu até 
22 de janeiro de 2014 e seguiu uma estratégia de busca estruturada que foi desenvolvida 
por forma a incluir qualquer artigo publicado que investigasse a invasão de patogénicos 
periodontais em indivíduos com doença periodontal. A seguinte estratégia foi utilizada 
na pesquisa: (((periodontitis OR “periodontal disease” OR “periodontal pocket”) AND 
(identification OR detection OR localization) AND bacteria*) AND invas* OR intracellular 
OR tissue* OR “epithelial cells”)). As palavras-chave foram combinadas com operadores 
booleanos e o símbolo asterisco (*) foi utilizado para truncar palavras. A estratégia de 
busca foi adaptada à base de dados utilizada.
Triagem e seleção
Primeiro, dois revisores independentes (LM e MP) avaliaram os títulos e resumos dos 
artigos encontrados na procura de trabalhos elegíveis. Em segundo lugar, foram obtidos 
os textos completos desses artigos e analisados em relação à finalidade do estudo, 
protocolo e dados reportados. A pesquisa foi posteriormente complementada com 
uma pesquisa manual ao longo da bibliografia dos estudos selecionados na tentativa 
de encontrar mais artigos que pudessem satisfazer os critérios de elegibilidade.
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Extração e análise de dados
Os dados dos artigos que atenderam aos critérios de seleção foram processados 
para análise. Informações sobre o ano de publicação, desenho do estudo, população, 
critérios de inclusão e exclusão, definições de caso e controlo, características dos 
participantes, tipo de intervenção, apuração da exposição, amostra de células, micror-
ganismos encontrados e sua localização e análise estatística foram recolhidos por LM 
e MP, usando folhas de extração de dados.
Heterogeneidade
A heterogeneidade entre os estudos foi detalhada de acordo com os seguintes fatores: 
características da população, desenho do estudo, definição de caso e de controlo, 
metodologia utilizada e tipo de patogénicos encontrados.
Avaliação da qualidade
A qualidade metodológica dos estudos selecionados foi pontuada de forma indepen-
dente por dois revisores (LM e MP). Qualquer discordância foi resolvida após discussão 
adicional. Como todos os artigos selecionados eram estudos não aleatórios (estudos 
de caso-controlo) a qualidade metodológica foi avaliada combinando vários critérios 
propostos no STROBE statement (von Elm E, 2007), Newcastle – Ottawa quality 
assessment scale (Wells GA, 2011), Downs and Black checklist for non-randomized 
studies (Downs SH, 1998) and SIGN50 guidelines (Scottish Intercollegiate Guidelines 
Network, 2004), tal como sugerido pela Quality Assessment Tools Project Report 
elaborada pela Canadian Agency for Drugs and Technologies in Health (Bai A, 2012). 
Resumidamente, um estudo foi classificado como de alta qualidade, com um baixo 
risco de confusão ou viés e com uma alta probabilidade de relação causal (++), quando 
todos os seguintes critérios foram considerados e descritos de forma adequada: 
pergunta apropriada e claramente focada, critérios de exclusão definidos, critérios de 
seleção dos casos, critérios de seleção dos controlos, representatividade dos casos, 
comparabilidade de casos e controlos, apuração da exposição, ocultação, fonte de 
financiamento e análise estatística. Quando alguns dos critérios não foram cumpridos 
ou não foram adequadamente descritos, mas é improvável que esse facto altere as 
conclusões obtidas, o estudo foi classificado como bem conduzido, com baixo risco 
de confusão ou viés e com moderada probabilidade de relação causal (+). Quando 
alguns dos critérios não foram cumpridos ou não foram descritos adequadamente e 
é provável que esse facto altere as conclusões obtidas, o estudo foi classificado como 
estudo com um alto risco de confusão ou viés e com um risco significativo de relação 
não causal (-).
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E2 | FIGURA 1. Fluxograma da pesquisa bibliográfica e seleção dos estudos.
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Outcomes
O principal outcome em análise foi o valor médio ou percentagem de patogénicos 
específicos intracelulares ou aderentes a células ou tecidos periodontais. O outcome 
secundário em análise foi a contagem global de bactérias inespecíficas intracelulares 
ou aderentes a células ou tecidos periodontais.
Perfil de evidência
Para classificar a evidência que emerge desta revisão sistemática foi utilizado o sistema 
Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation (GRADE) 
proposto pelo grupo de trabalho GRADE (Atkins D, 2004). Dois revisores (LM e MP) 
avaliaram a qualidade da evidência para os outcomes. Qualquer discordância foi 
resolvida após discussão adicional.
RESULTADOS
Pesquisa e seleção de resultados
A pesquisa bibliográfica inicial culminou na seleção de 440 artigos originais. A triagem 
por título e resumo permitiu selecionar 26 artigos (Saglie FR, 1982a e b; Allenspach-
Petrzilka GE, 1983; Manor A, 1984; Saglie FR, 1985; Saglie FR, 1986; Christersson LA, 
1987; Saglie FR, 1987, Saglie FR, 1988a e b; Riviere GR, 1991; Dibart S, 1998; Tonetti 
MS, 1998; Hillmann G, 1998; Reed SG, 2000; Ishizuka M, 2002; Rautemaa R, 2004; 
Noiri Y, 2004; Kubar A, 2005; Colombo AV, 2006; Colombo AV, 2007; Thiha K, 2007; 
Silva N, 2008; Kim YC, 2010; Guyodo H, 2012; Colombo AV, 2013) que cumpriam os 
critérios de elegibilidade para leitura integral. Um estudo estava escrito em japonês 
(Ishizuka M, 2002) e, por isso, foi automaticamente excluído. Vinte e dois estudos 
foram posteriormente excluídos por razões específicas: 3 estudos tinham um protocolo 
de estudo não relacionado com os objetivos da presente revisão sistemática (Tonetti 
MS, 1998; Hillmann G, 1998; Rautemaa R, 2004), 8 estudos não apresentavam grupo 
controlo (amostras de pacientes saudáveis) (Saglie FR, 1982a e b;  Allenspach- Petrzilka 
GE, 1983; Manor A, 1984; Christersson LA, 1987; Thiha K, 2007; Silva N, 2008; Guyodo 
H, 2012), 1 estudo só apresentava amostras de um único doente (Noiri Y, 2004), 7 
estudos não tinham os critérios de inclusão e de exclusão definidos (Saglie FR, 1985; 
Saglie FR, 1986; Saglie FR, 1987, Saglie FR, 1988a e b; Riviere GR, 1991; Kim YC, 2010) e, 
finalmente, 3 estudos foram excluídos por apenas incluírem patogénicos oportunistas 
(Reed SG, 2000; Kubar A, 2005; Colombo AV, 2013). A pesquisa manual ao longo da 
bibliografia dos artigos selecionados não originou nenhum artigo adicional. Assim, 
apenas 3 artigos foram incluídos na presente revisão sistemática. 
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Características gerais e heterogeneidade dos estudos
Os 3 estudos incluídos são estudos de caso-controlo com uma considerável hetero-
geneidade. Em todos os estudos foram excluídos indivíduos com doenças sistémicas 
e com antibioterapia prévia nos últimos 6 meses. Dois estudos (# 2, # 3) também 
excluíram mulheres grávidas. Em dois estudos (# 2, # 3) os casos foram definidos 
como tendo profundidade de sondagem (PPD) e perda de aderência (CAL) ≥ 4 mm 
e os controlos como tendo PPD ≤3 mm e CAL <4 mm, enquanto que no terceiro ( # 
1) os casos foram definidos como tendo PPD> 5 mm, HPS e supuração e os controlos 
como tendo PPD <5 mm sem HPS ou supuração. Não há informações sobre o valor 
de corte para o CAL neste último estudo. Um estudo (# 2) forneceu informações 
sobre os hábitos tabágicos dos participantes, enquanto nos outros dois (# 1, # 3) esta 
informação não foi incluída. Nos estudos # 1 e # 3 os casos e controlos eram compostos 
por grupos separados de participantes enquanto no estudo # 2 cada participante 
forneceu amostras de locais caso e de locais controlo. 
Dois estudos usaram o DNA-DNA checkerboard (# 1, # 2) para avaliar a presença 
de bactérias intracelulares ou aderentes contrastando com o estudo # 3, onde foi 
utilizada a técnica de FISH. Todos os estudos aplicaram sondas para a deteção de 
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella 
forsythia e Treponema denticola. O estudo #1 também teve como objetivo a 
deteção de Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Capnocytophaga ochracea, 
Fusobacterium nucleatum subsp. vicentii, Campylobacter rectus, Veillonella 
parvula, Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus intermedius e 
Peptostreptococcos micros. Para além destes microrganismos, o estudo # 2 também 
teve por objetivo detetar Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus, Actinomyces 
odontolyticus, Actinomyces israelii, Actinomyces gerencseriae, Capnocytophaga 
sputigena, Capnocytophaga gingivalis, Campylobacter showae, Eubacterium nodatum, 
Eikenella corrodens, Fusobacterium periodonticum, Fusobacterium nucleatum subsp. 
polymorphum, Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, Gemella morbillorum, 
Leptotrichia buccalis, Neisseria mucosa, Propionibacterium acnes, Streptococcus 
anginosus, Streptococcus constellatus, Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis 
e Selenomonas noxia. Para a contagem global de bactérias o estudo # 3 utilizou a 
sonda de DNA EUB338. Esta sonda é universal para eubactérias. Os estudos # 1 e # 3 
inferiram a contagem de bactérias globais pelos dados disponíveis, mas não utilizaram 
nenhum método específico para a sua avaliação. As Informações detalhadas sobre as 
características de estudos são apresentadas na E2-Tabela 1.
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Avaliação da qualidade
As pontuações para a qualidade dos artigos foram atribuídos de acordo com critérios 
pré-determinados (E2-Tabela 2). O maior nível de evidência, com baixo risco de 
confusão ou de viés e probabilidade moderada de relação causal, foi atribuído ao 
estudo #3.
Outcomes
Outcome principal - o estudo # 1 encontrou diferenças estatisticamente significativas 
(teste exato de Fisher) quanto à presença de A. actinomycetemcomitans (16,7% vs. 
0%, p = 0,043), T. forsythia (75% vs. 11,1%, p <0,001), P. intermedia (54,2% vs. 7,4%, p 
<0,001), C. ochracea (37,5% vs. 0%; p <0,001) e C. rectus (29,2% vs. 0%; p = 0,003) em 
células epiteliais provenientes de bolsas periodontais (casos) em comparação com 
células epiteliais provenientes de sulcos gengivais (controlos). Os estudos # 2 e # 
3 não encontraram diferenças estatisticamente significativas em relação a bactérias 
específicas.
Outcome secundário - Todos os três estudos reportaram que havia maior quantidade 
de bactérias dentro ou sobre células epiteliais recolhidas a partir de um local com 
patologia, quando comparado com um sulco gengival saudável, no entanto, só o estudo 
#3 apresentou dados objetivos. Neste estudo observou-se uma maior percentagem 
significativa (teste do qui-quadrado) de células epiteliais com mais de 100 bactérias 
(> 100) em bolsas periodontais de indivíduos com periodontite em comparação com 
as células epiteliais de sulcos gengivais saudáveis de indivíduos com periodonto 
saudável (35,8% vs. 0 %, p <0,05). Não foram encontradas diferenças estatisticamente 
significativas em células contendo 1-20 e 21-100 bactérias. Curiosamente, também não 
foram observadas diferenças significativas na percentagem de células epiteliais com 
1-20, 21-100 ou >100 bactérias em bolsas periodontais e sulcos gengivais de indivíduos 
com periodontite.
Perfil de evidência
Para a classificação da qualidade da evidência produzida diversos aspetos foram 
tidos em consideração. O desenho caso-controlo (observacional) de todos os estudos 
incluídos, o reduzido número de estudos, os dados imprecisos ou escassos, incerteza 
quanto à possibilidade de extrapolação e generalização dos dados e o alto risco de 
viés sugerem que os resultados obtidos estão sujeitos a limitações e, portanto, devem 
ser interpretados com cautela (muito baixa classificação de qualidade).
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DISCUSSÃO
Esta revisão sistemática tentou reunir a evidência disponível sobre a presença in 
vivo de putativos agentes patogénicos periodontais nos tecidos periodontais e a sua 
relação com a doença periodontal.
Resumo dos principais resultados
Todos os estudos selecionados descrevem a presença de bactérias intracelulares e / 
ou aderentes a células gengivais epiteliais, in vivo, em bolsas periodontais e em sulcos 
gengivais saudáveis. Estas observações não só corroboram os resultados in vitro 
desta capacidade bacteriana (Fives-Taylor P, 1995; Dorn BR, 1998; Belton CM, 1999; 
Mooney A, 2003; Saito A, 2009; Dickinson BC, 2011), mas também sustentam que a 
invasão dos tecidos periodontais ocorre mesmo na presença de um sistema imunitário 
hostil e aparentemente competente (potenciais casos com doenças sistémicas foram 
excluídos). Também confirmam que a invasão bacteriana, por si só, é um evento 
comum, tanto na saúde como na doença, tal como sugerido por vários autores (Noiri 
Y, 1997; Mager DL, 2003; Rudney JD, 2005a e b).
O estudo #1 encontrou significativamente mais A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, 
P. intermedia, C. ochracea e C. rectus intracelular ou aderidos a células epiteliais de bolsas 
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periodontais quando comparado com sulcos saudáveis. No entanto, esta observação 
não foi apoiada pelos outros dois estudos de caso-controlo. Na verdade, nenhum 
desses dois últimos estudos encontrou diferenças estatisticamente significativas em 
nenhum dos patogénicos periodontais ao comparar a saúde e a doença.
A falta de consistência entre os resultados poderá resultar de diferentes abordagens 
metodológicas sobre a identificação microbiana e definições de caso e de controlo. 
Nos estudos # 1 e # 2 foi utilizada a técnica de DNA-DNA checkerboard. Nesta técnica 
o limiar de deteção é de 104 células bacterianas da espécie procurada. Isto significa 
que foram apenas detetadas diferenças substanciais na carga bacteriana. O estudo 
#1 poderá ter, hipoteticamente, potenciado as diferenças observadas definindo casos 
como tendo supuração além de PPD> 5 mm e HPS. Uma maior carga microbiana e de 
PMN em bolsas supurativas comparativamente com sulcos saudáveis (Herrera D, 2000) 
poderá ser uma possível explicação para as diferenças significativas encontradas, com 
uma amostra tão pequena. O estudo #2 poderá ter, hipoteticamente, atenuados as 
possíveis diferenças existentes, ao comparar bolsas periodontais e sulcos gengivais dos 
mesmos indivíduos com periodontite. Tem sido reconhecido que um sulco saudável 
de indivíduos com periodontite possui um maior número de agentes patogénicos, 
quando comparado com indivíduos com um periodonto saudável (Riviere GR, 1996; 
Sakamoto M, 2004). No estudo # 3 foi utilizada a técnica de FISH. Nesta técnica, uma 
amostra foi considerada positiva quando pelo menos uma célula epitelial, em cada 
campo do microscópio observado, apresentava bactérias fluorescentes resultantes da 
hibridação com a sonda específica para espécie. O número de bactérias foi estimado 
por contagem direta. Ao contrário da técnica de DNA-DNA checkerboard, a técnica 
de FISH permite que diferenças mais pequenas sejam detetadas, no entanto, como os 
aglomerados de bactérias não são dispersados o número real de bactérias pode ser 
subestimado. Apesar disto, todos os estudos parecem ser unânimes em considerar que 
houve quantitativamente mais bactérias dentro ou sobre as células epiteliais colhidas 
a partir de um local doente em comparação com um sulco saudável.
A ausência de uma quantidade significativamente maior de periopatogénicos 
‘tradicionais’ e o aparente aumento da flora ‘comensal’ na doença também pode 
ser interpretada com referência ao conceito de periopatogénico chave descrito 
por Hajishengallis (2012). De acordo com Hajishengallis, um patogénico-chave, 
especificamente a P. gingivalis, parece ser capaz de remodelar uma comunidade 
simbiótica para um estado ‘disbiótico’ ao enfraquecer a imunidade inata de um modo 
que favorece o crescimento descontrolado de outras espécies, enquanto é, ela própria, 
um constituinte minoritário da microbiota periodontal.
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Limitações
Os estudos incluídos nesta revisão são todos estudos de caso-controlo não-
randomizados. Apesar das inerentes limitações e menor nível de significância, as 
revisões sistemáticas de estudos observacionais de etiologia são especialmente 
importantes. Estes estudos são muitas vezes limitados em tamanho e, portanto, 
somente pela análise simultânea de dados de estudos semelhantes é que podemos 
ter uma verdadeira perceção sobre associações reais ou falsas (Dickersin K, 2002). 
No que se refere, no entanto, aos objetivos desta revisão, o número reduzido e as 
limitações dos estudos incluídos opõem-se a uma alta ou mesmo moderada evidência 
de associação entre a invasão do periodonto por patogénicos periodontais e doença 
periodontal. Os dados atualmente disponíveis são de baixa qualidade e inconsistentes, 
em razão dos diferentes desenhos de estudo, descrições e registos incompletos e 
grande diversidade metodológica.
CONCLUSÃO
Não há evidência suficiente para apoiar ou excluir a invasão de patogénicos perio-
dontais como passo fundamental na etiopatogenia da doença periodontal. Esta 
revisão destaca a necessidade de mais estudos sobre este tema. Pesquisas futuras 
devem assentar em estudos com maior tamanho amostral, com definições de casos 
e controlo claras garantindo representatividade dos casos e comparabilidade entre 
casos e controlos. É também importante verificar a exposição a patogénicos invasivos 
periodontais de forma mais detalhada (por exemplo, estirpes, intracelular / intercelular, 
sinergias) e garantindo a ocultação da análise.
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NOVA ESTRATÉGIA PARA DETETAR E LOCALIZAR 
PATOGÉNICOS PERIODONTAIS: A TÉCNICA DE 
PNA-FISHE3 | 
Objetivo: Desenvolver sondas de PNA para a identificação e localização de A. actinomy-
cetemcomitans e P. gingivalis em amostras de placa subgengival e biópsias gengivais, pelo 
método de FISH.
Introdução: A complexidade da etiopatogénese das doenças periodontais justifica um apro-
fundado conhecimento dos biofilmes periodontais e sua interação com as células hospedei-
ras. A compreensão da dinâmica periodontal, in situ, é crucial para melhorar o diagnóstico 
e definir tratamentos mais racionais e eficazes. A técnica de FISH com sondas para alvos no 
rRNA pode ser utilizada para identificar microrganismos e compreender as relações micro-
bianas dentro de amostras complexas. As sondas de PNA foram desenvolvidas para superar 
as limitações das sondas convencionais de DNA, trazendo robustez e maior sensibilidade e 
especificidade à técnica de FISH convencional.
Métodos: Foi desenhada uma sonda de PNA para cada microrganismo. O método PNA-FISH 
foi otimizado para permitir uma hibridação simultânea (PNA-FISH multiplex). Depois de 
testado em estirpes representativas de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, o método 
PNA-FISH foi adaptado para a deteção de microrganismos na placa subgengival e biópsias 
gengivais de pacientes com periodontite grave.
Resultados: As melhores condições de hibridação para as duas sondas (PgPNA1007 e AaP-
NA235) foram alcançadas à temperatura de 59°C, durante 150 minutos. A sensibilidade e 
especificidade in silico foram ambas de 100% para a sonda PgPNA1007 e de 100% e 99,9% 
para a sonda AaPNA235, respetivamente. Os resultados em amostras clínicas revelaram que 
o método de PNA-FISH foi capaz de detetar e discriminar as bactérias alvo numa população 
microbiana mista de placa subgengival e em biópsias de tecidos gengivais.
Conclusão: Esta investigação apresenta um novo método para discriminar e co-localizar 
P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans em amostras clínicas em apenas algumas horas. 
Com esta técnica foi possível observar, pela primeira vez, a distribuição espacial simultânea 
destas espécies em biópsias de tecido gengival organizado, pela técnica de FISH. 
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MATERIAL E MÉTODOS
Espécies bacterianas e técnicas de cultura
Estirpes de P. gingivalis, provenientes de isolados clínicos e de culturas tipo, foram 
gentilmente cedidas pelo Professor Mike Curtis (Universidade Queen Mary, Londres) 
e pelo Professor Koji Nakayama (Universidade de Nagasaki, Nagasaki). Estirpes de A. 
actinomycetemcommitans, provenientes de culturas tipo foram gentilmente cedidas 
pelo Professor Casey Chen (Universidade de Southern California, California). 
Todas as estirpes foram mantidas em trypticase soy agar (TSA) (VWR, Portugal), 
suplementado com 5% (vol / vol) de sangue de carneiro desfibrinado (Probiológica, 
Portugal). As placas foram incubadas a 37°C em condições anaeróbicas (sistema de 
geração de AnaeroGen Ambiente; Oxioid, Reino Unido). As colónias foram repicadas 
em placas frescas a cada 5-7 dias.
Desenho e síntese das sondas de PNA
Uma sonda de PNA foi desenvolvida para cada bactéria alvo seguindo os seguintes 
passos. Oligonucleotídeos potencialmente úteis com 15 pb foram identificados 
recorrendo ao programa Primerose (http://www.cf.ac.uk/biosi/research/biosoft/
Primerose/index.html) utilizando a base de dados de rRNA 16S do RDP-II (http://
rdp8.cme.msu.edu/html/, último acesso em agosto de 2014). A seleção da sequência 
foi baseada na comparação da mesma com o rRNA 16S de cinco estirpes escolhidas 
aleatoriamente. Para evitar a perda de possíveis sequências de interesse, vários 
conjuntos aleatórios de cinco estirpes foram comparados. De seguida foram aplicados 
vários critérios a fim de selecionar as melhores sondas de PNA-FISH, a saber: deteção 
de elevado número de microrganismos alvo e baixo número de deteção de não-alvos; 
inexistência de autocomplementaridade; previsão de temperatura de hibridação 
semelhante para ambas as sondas; e, elevado teor de guanina e citosina. As sequências 
selecionadas foram sintetizadas (Panagene, Coreia do Sul), sendo o terminal N das 
sondas de PNA para P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans ligado ao fluorocromo 
Alexa Fluor 488 e 594, respetivamente, através de uma ligação dupla AEEA (ácido 
-8-amino-3,6-dioxa octanoico).
Determinação da sensibilidade, especificidade e afinidade de hibridação teóricas
A sensibilidade e especificidade teórica foram avaliadas recorrendo às bases de dados 
atualizadas disponíveis no RDP-II e posteriormente confirmadas por uma pesquisa no 
programa BLASTn do NCBI disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, tendo 
sido apenas incluídas sequências alvo de boa qualidade e com pelo menos 1200 pb 
(Almeida C, 2010). Resumidamente, a sensibilidade e especificidade teórica foram 
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calculadas de acordo com as fórmulas alvos/total de alvos×100 e não-alvos/total não-
alvosx100, onde ‘alvos’ representa o número de estirpes alvo detetadas pela sonda 
oligonucleotídica, ‘total de alvos' representa o número total de estirpes alvo presente na 
base de dados, ‘não-alvos’ representa o número de estirpes não-alvo que não reagiram 
com a sonda de oligonucleótidos e ‘total de não-alvos’ representa o total de estirpes 
não-alvo encontrada na base de dados. A afinidade de hibridação foi determinada no 
mapa de acessibilidade da subunidade 16S do rRNA a sondas oligonucleotídicas, com 
marcadores fluorescentes, estabelecido por Fuchs et al. (1998).
Otimização do protocolo de PNA-FISH multiplex
Cada uma das sondas desenvolvidas foi previamente testada e otimizada antes de 
ser aplicada em amostras clínicas. O método de hibridação em lâminas baseou-
se no procedimento previamente descrito por Almeida et al. (2010), com algumas 
modificações no tempo e na temperatura de hibridização que foram ajustados por 
forma a obter o maior sinal possível para ambos os microrganismos em simultâneo 
(PNA-FISH multiplex). Para isso, vários tempos e temperaturas de hibridação foram 
testadas em várias estirpes dos microrganismos alvo e, subsequentemente, avaliados 
os resultados por microscopia epifluorescente. Para tal, as células recolhidas a partir 
de culturas em placas de TSA suplementado com 5% (v/v) de sangue de carneiro 
desfibrinado, com três dias de evolução, foram recolhidas, suspensas em água estéril 
e homogeneizadas num vortex durante 1 min. De seguida, e utilizando lâminas de 
vidro de 3-poços, 30 µL da suspensão de cada estirpe foi desidratada, em estufa, 
a 55°C, durante aproximadamente 15 minutos e imediatamente imersa em 4% 
de paraformaldeído (p/v), seguido de etanol a 50% (v/v), durante 10 min cada, à 
temperatura ambiente. 
Os esfregaços agora fixados foram recobertos com 20 µL de solução de hibridação 
que continha sulfato de dextrano 10% (p/v) (Fisher), NaCl 10 mM (Panreac), 
polivinilpirrolidona 0,2% (p/v) (Sigma), Ficoll 0,2% (p/v) (Fisher), EDTA dissódico 
5 mM (Panreac), Triton X-100 0,1% (v/v) (Panreac), Tris-HCl 50 mM (pH 7,5; Fisher) 
para além de sonda PNA 200 nM. Depois de cobertas com lamelas, as lâminas foram 
colocadas em câmaras húmidas e incubadas durante 150 minutos a 59°C. Terminada 
a hibridização, as lamelas foram removidas, as lâminas submersas e mantidas numa 
solução de lavagem pré-aquecida (59°C) contendo Tris base 5 mM (Fisher), NaCl 15 
mM (Panreac) e Triton X 0,1% (v/v) (pH 10; Panreac) durante 30 min e, em seguida, 
deixadas a secar ao ar, num local escuro durante um período máximo de 24 horas antes 
da microscopia. Para cada experiência um controlo negativo foi efetuado recorrendo 
a solução de hibridização sem sonda. Além disso, as sondas foram testadas contra 
alguns microrganismos taxonomicamente próximos e /ou possíveis colonizadores da 
cavidade oral. 
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Finalmente, para assegurar que cada uma das sondas mantinha o seu comportamento 
em multiplex, uma mistura com igual proporção das duas sondas de PNA foi aplicada 
simultaneamente num esfregaço misto das duas espécies alvo (A. actinomycetecomitans 
e P. gingivalis). Para isso, foram misturados 10 mL de uma suspensão de cada uma 
das espécies alvo. Esta foi colocada sobre lâminas e a hibridação foi realizada como 
descrito acima.
Discriminação e localização de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis em 
amostras clínicas por PNA-FISH
Recolha de amostras clínicas
As amostras clínicas foram recolhidas a partir de uma amostra de conveniência de 
5 pacientes adultos utentes da clínica da Faculdade de Medicina Dentária do Porto. 
Todos os pacientes foram diagnosticados com periodontite grave, não apresentavam 
comorbilidades e não haviam sido submetidos a qualquer tratamento antimicrobiano 
nos últimos 3 meses. Foi obtido consentimento informado, por escrito, antes da 
recolha da amostra, de acordo com o protocolo do estudo, aprovado pela Comissão 
de Ética da Faculdade de Medicina Dentária do Porto.
As amostras de placa subgengival foram recolhidas usando curetas Gracey (Hu-
Friedy®) estéreis, após o isolamento do dente com rolos de algodão e remoção da 
placa bacteriana supragengival com bolinhas de algodão estéreis. As amostras foram 
suspensas em soro fisiológico (NaCl 0,9%) estéril e processadas imediatamente. As 
amostras gengivais foram recolhidas durante a cirurgia periodontal ou durante a 
extração de dentes com grave comprometimento periodontal. As amostras gengivais 
foram colocadas individualmente em 4% (p/v) de paraformaldeído e guardadas a 4°C 
até posterior utilização.
Validação PNA-FISH em amostras clínicas
As suspensões de placa subgengival foram centrifugadas a 10000 x g durante 
5 minutos. Os sedimentos foram depois ressuspensos em 400 µL de 4% (p/v) de 
paraformaldeído durante 1 hora, antes de serem centrifugados de novo. As células 
fixadas foram ressuspensas novamente em 500 µL de 50% (v/v) de etanol e 
armazenadas a -20°C, até posterior utilização. Para a hibridação, uma alíquota de 30 
µL de células fixadas foram montadas em lâminas de vidro de três poços e deixadas 
a secar ao ar.
As biópsias de tecidos gengivais foram embebidas em parafina, cortadas com 
espessura de 3 µm e montadas em lâminas de vidro para microscopia. Antes da 
hibridação, as lâminas foram imersas duas vezes em xilol durante 15 min cada e, em 
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seguida, reidratadas por concentrações decrescentes de etanol (100%, 95%, 80%, 
70% e 50%) durante 5 min cada vez. Finalmente, foram lavadas com água destilada, 
durante 10 minutos, e deixadas a secar ao ar. Foi adicionado a cada amostra clínica 20 
µL de solução de hibridação contendo ambas as sondas e a hibridização prosseguiu 
como anteriormente descrito.
Visualização por microscopia
Antes da microscopia, as amostras para visualização foram montadas com uma gota 
de óleo de imersão não fluorescente (Leica) e cobertas com lamelas. A imagem 
foi adquirida usando um microscópio de epifluorescência Leica DM LB2 (Leica 
Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma câmara Leica DFC300 FX 
(Leica Microsystems GmbH, Alemanha) equipada com filtros sensíveis às moléculas 
Alexa Fluor utilizadas. Os filtros que não eram capazes de captar a fluorescência 
da sonda foram usados para confirmar a ausência de autofluorescência. Todas as 
imagens foram obtidas usando o software Leica IM50 gerenciador de imagens, 
processamento de imagem e de arquivamento, usando uma ampliação de x1000. 
Para fins de multiplex, as mesmas imagens de campo foram obtidos com cada um 
dos filtros, para a sonda de PNA correspondente, e sobrepostos.
RESULTADOS
Desenho das sondas de PNA e determinação da sensibilidade, especificidade e 
afinidade de hibridação teóricas.
O objetivo inicial deste trabalho era desenhar sondas de PNA altamente sensíveis e 
específicas para A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis que permitissem hibridação 
em multiplex pela técnica de PNA-FISH. Para o A. actinomycetemcomitans foi obtida 
a seguinte sequência de 15 pb: 5'-CTAATCACACTTGGG-3 '. Esta sonda hibrida entre 
as posições 235 e 250 da estirpe de A. actinomycetemcomitans (T) e, por isso, foi 
designada AaPNA235. Para a deteção de P. gingivalis foi obtida a sonda PgPNA1007 
com uma sequência de 14 pb (5'-AGACGGTTTTCACC-3') entre as posições 1007 e 
1022 da estirpe de P. gingivalis (T). Atendendo às posições de hibridação, a afinidade 
das sondas para as zonas alvo estabelece uma intensidade da fluorescência esperada 
classe V para a sonda PgPNA1007 e classe IV para a sonda AaPNA235 (E3-Figura 1). 
Foi necessária a redução de 1 pb, para aproximar os valores da temperatura de 
hibridação de ambas as sondas. Esta diminuição no comprimento da sonda não 
afetou a sensibilidade e especificidade teórica comparativamente à sonda inicial de 
15 pb (dados não apresentados). De acordo com a base de dados RDP-II, a sonda 
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AaPNA235 é totalmente complementar com todas as 73 sequências alvo de A. 
actinomycetemcomitans. Da mesma forma, a PgPNA1007 foi totalmente comple-
mentar com todas as 43 sequências alvo de P. gingivalis existentes, mas também 
com uma bactéria não-alvo: Porphyromonas gulae (S000390658). Assim, 100% de 
sensibilidade e especificidade foi determinada para a sonda de AaPNA235, enquanto 
a sonda PgPNA1007 alcançou 100% de sensibilidade e 99,9% de especificidade (E3-
Tabela 1).
E3 | FIGURA 1. Esquema da localização das sequências alvo de cada sonda. A estrutura secundária do RNA da subuni-
dade pequena do ribossoma foi adaptado de http://www.rna.icmb.utexas.edu/ (último acesso julho de 2015).
Estrutura secundária do RNA da subunidade pequena do ribossoma
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Os alinhamentos múltiplos de sequências utilizando o programa BLASTn revelaram a 
existência de mismatches de 1pb com outras espécies bacterianas que compõem o 
microbioma humano ou são conhecidos agentes patogénicos em humanos (E3-Figura 
2). Porém, para nenhuma destas espécies está descrita a cavidade oral humana como 
reconhecido local de colonização. A P. gulae tem sido exclusivamente associada à 
colonização da cavidade oral de vários animais (Fournier D, 2001), porém um estudo 
recente identificou P. gulae na cavidade oral de nativos sul-americanos (Gaetti-Jardim 
E Jr, 2015), com uma dieta tradicional.
Otimização do protocolo PNA-FISH 
Foram realizados múltiplos ensaios para a otimização do protocolo de PNA-FISH em 
várias estirpes de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis. Partindo de temperaturas 
entre os 57 e os 61°C e variando os tempos de hibridação entre os 60 e os 180 min 
(dados não apresentados) foram encontradas as melhores condições para hibridação 
simultânea de ambas as sondas com o seu microrganismo alvo a 59°C durante 150 min 
(E3-Figura 3). Dos 57 aos 61°C a hibridação da sonda AaPNA235 evidenciou um forte 
signal-to-noise ratio a partir dos 90 até aos 150 min, mas o mesmo só foi observado para 
a PgPNA1007 a 59°C durante 150 min. Como esperado, pela análise in silico, ambas as 
sondas hibridaram com várias estirpes do seu microrganismo alvo, não se observando 
qualquer hibridação cruzada (E3-Tabela 2). Adicionalmente observou-se que, nestas 
E3 | FIGURA 2. Alinhamento parcial de sequências 16S rRNA de bactérias com uma diferença num par de bases com as 
sondas AaPNA235 e PgPNA1007. Os números da coluna da direita indicam a posição de hibridação.
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condições, ambas as sondas mantinham o seu comportamento quando adicionadas 
simultaneamente a uma amostra contendo os dois microrganismos alvo, fornecendo 
uma discriminação exata entre as duas espécies envolvidas, como mostrado na E3-
Figura 4. O filtro de imagem verde apresenta um fundo vermelho ligeiramente visível, 
devido a uma pequena sobreposição entre o espectro de absorção do Alexa Fluor 
594 (vermelho) e o filtro de excitação utilizado para visualizar a sonda PgPNA1007.
Validação PNA-FISH em amostras clínicas
Estando o protocolo de PNA-FISH multiplex otimizado, foi testada a capacidade das 
sondas desenvolvidas para discriminar o microrganismo alvo, em amostras clínicas 
polimicrobianas. A aplicação da técnica a amostras de placa bacteriana subgengival 
revelou ausência de A. actinomycetemcomitans na nossa amostra de conveniência. 
Pelo contrário, a P. gingivalis mostrou-se presente e exibiu ocasionalmente uma 
organização em microcolónias (E3-Figura 5).
Os resultados em biópsias de tecido gengival mostraram que as sondas AaPNA235 e 
PgPNA1007 foram capazes de detetar, discriminar e co-localizar ambas as espécies 
(E3-Figura 6). A P. gingivalis foi detetada em maior número e mais frequentemente 
que o A. actinomycetemcomitans. Ademais, foi interessante observar a existência de 
células super-invadidas por P. gingivalis a contrastar com células não invadidas ou 
pouco invadidas (E3-Figura 5). 
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E3 | FIGURA 3. Imagem de culturas puras de (A) Aggregatibacter actinomycetemcomitans (vermelho) e (B) 
Porphyromonas gingivalis (verde) após PNA- FISH e microscopia epifluorescente. Painéis (C) e (D) mostram os controlos 
negativos de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis, respetivamente.
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E3 | FIGURA 5. Imagem da deteção de Porphyromonas gingivalis após PNA-FISH e microscopia epifluorescente numa 
amostra de placa subgengival (A) e numa biópsia gengival (B). Note-se a invasão celular de P. gingivalis (seta verde) em 
pormenor no painel (C).
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E3 | FIGURA 6. Imagens de multiplex PNA-FISH em biópsia gengival. O painel com filtro verde (A) mostra a presença 
de Porphyromonas gingivalis (seta verde), o painel com filtro vermelho (B) mostra a presença de Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (seta vermelha), e o painel (C) mostra as imagens, do mesmo campo, sobrepostas.
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DISCUSSÃO
Ao longo dos anos, vários autores têm tentado clarificar o processo etiopatogénico 
das doenças periodontais e, mais concretamente, o evento responsável pela disrupção 
da homeostasia entre a microbiota subgengival e as defesas do hospedeiro. A 
invasão bacteriana dos tecidos periodontais tem sido apontada como o mecanismo 
chave deste processo. No entanto, as dificuldades em visualizar, discriminar, localizar 
e quantificar uma flora polimicrobiana intragengival de forma reprodutível, rápida e 
pouco onerosa têm dificultado uma associação definitiva (Tribble GD, 2010). Uma 
revisão sistemática realizada pelo nosso grupo de estudo mostrou que não existe 
evidência cientifica suficiente que permita suportar a invasão de patogénicos 
periodontais como passo fundamental na etiopatogenia da periodontite devido à 
escassez de estudos e às fortes limitações e heterogeneidade que a metodologia 
desses estudos apresenta (Mendes L, 2015). 
Este trabalho tem como objetivo contribuir para melhorar o conhecimento sobre 
este possível mecanismo patogénico através do desenvolvimento de sondas de 
PNA altamente sensíveis e específicas para a deteção simultânea de P. gingivalis e A. 
actinomycetemcomitans.
A avaliação da sensibilidade e especificidade teórica permitiu comparar ambas 
as sondas de PNA com as sondas anteriormente desenvolvidas para a deteção in 
situ dos mesmos microrganismos (E3-Tabela 1). A sonda PgPNA1007 apresenta um 
desempenho teórico superior na deteção de P. gingivalis à sonda de DNA utilizada 
em vários estudos prévios (Stoltenberg JL, 1993; Rudney JD, 2001; Sunde PT, 2003; 
Rudney JD, 2005 a e b; Colombo AV, 2007; Johnson JD, 2008). O seu desempenho 
teórico só é comparável à sonda de DNA previamente desenvolvida por Sunde et al. 
(Sunde PT, 2003). Porém, e de acordo com o mapa desenvolvido por Fuchs et al. (1998), 
a sonda PgPNA1007 hibrida numa área com maior afinidade de hibridação (classe V) 
quando comparada com a sonda Pg477 (classe VI). Além disso, as sondas de PNA 
podem hibridar com baixas concentrações salinas envolventes o que destabiliza as 
estruturas secundárias do rRNA. Desta forma, o acesso das sondas às sequências alvo é 
melhorado e, consequentemente, é potenciada a intensidade do sinal esperado. Ainda 
assim, são necessários 150 minutos para alcançar o melhor signal-to-noise ratio o que 
poderá ser explicado pelo facto de a sonda PgPNA1007 hibridar ainda assim numa 
zona de difícil acesso. Além disso, a complexa estrutura dos invólucros bacterianos 
da P. gingivalis com duas moléculas de LPS (O-LPS e A-LPS) como constituintes 
da parede celular e a existência de uma densa matriz polissacarídea a encapsular 
várias estirpes poderá ser o motivo pelo qual os tempos de hibridação não foram 
significativamente melhorados em relação à sonda de DNA (Arndt A, 2010). A sonda 
AaPNA235 mostra claramente maior sensibilidade quando comparada com todas 
as sondas utilizadas nos estudos acima mencionados (Stoltenberg JL, 1993; Rudney 
JD, 2001; Rudney JD, 2005 a e b; Colombo AV, 2007; Johnson JD, 2008; Zijnge V, 
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2010a), e por isso uma melhor discriminação é esperada. Adicionalmente, as sondas 
de PNA desenvolvidas possuem uma sequência de oligonucleotideos mais curta o 
que tendencialmente as torna menos tolerantes a mismatches (Fontenete S, 2015). 
Ademais, a natureza hidrofóbica das moléculas de PNA potencia a penetração celular 
e a difusão através do biofilme e, por serem mímicos de DNA, são intrinsecamente 
mais resistentes à atividade enzimática a partir da célula bacteriana ou a partir do 
microambiente circundante. Por conseguinte, é expectável uma eficiência superior 
da técnica de PNA-FISH na deteção de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis 
(Drobniewski FA, 2000; Almeida C, 2011). As melhores condições de hibridação foram 
encontrados a 59°C durante 150 min, o que torna o nosso protocolo FISH tão rápido 
como o descrito anteriormente para o DNA-FISH (Stoltenberg JL, 1993; Rudney JD, 
2001; Sunde PT, 2003; Rudney JD, 2005 a e b; Colombo AV, 2007; Johnson JD, 2008; 
Zijnge V, 2010a) e adequado tanto para fins clínicos, se se provar útil (Colombo AP, 
2009; Hong BY, 2015; Sayehmiri F, 2015), como de investigação.
Os resultados mostraram que as sondas foram capazes de detetar e discriminar 
simultaneamente P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans numa suspensão com as 
duas espécies. Além disso, observou-se ausência de hibridização com outras espécies 
bacterianas, corroborando a previsão teórica.
A aplicação em amostras clínicas demonstrou a capacidade de discriminar, in situ, 
ambas as espécies simultaneamente, reforçando o valor acrescentado desta técnica. 
As nossas amostras clínicas apresentaram uma reduzida quantidade global de 
ambas as espécies, apesar da gravidade da doença periodontal, na nossa amostra 
de conveniência. Observou-se a P. gingivalis organizada em micro-colónias na placa 
subgengival e internalizada nos tecidos gengivais onde, foi interessante notar que, 
coexistiam células arredondadas sobrecarregadas de bactérias com células não 
invadidas ou pouco invadidas. Os estudos de Colombo et al. (2007) e Rudney et al. 
(2005a e b), em raspados de células epiteliais de bolsas periodontais e de mucosa 
oral, também relataram observações semelhantes. A exposição das células epiteliais 
à invasão por P. gingivalis resultou num aparente arredondamento celular, devido 
provavelmente à clivagem de caderinas e integrinas pelas gingipains da P. gingivalis, 
como relatado por Sheets et al. (2005). Estas observações corroboram a noção 
que a P. gingivalis está presente em número reduzido, quando comparado com a 
microbiota total das bolsas periodontais (Kumar PS, 2006) e que ao permanecer 
no ambiente intracelular pode multiplicar-se e disseminar-se para células vizinhas 
(Tribble GD, 2010), obtendo assim não só uma posição privilegiada para modular 
a resposta imunitária, causando uma ‘disbiose’ entre o hospedeiro e a microbiota 
subgengival (Darveu RP, 2012), como uma posição que lhe permite escapar aos 
mecanismos de remoção do hospedeiro e do tratamento periodontal mecânico, 
perpetuando a cronicidade da doença. Além disso, a existência de células super-
invadidas por P. gingivalis corrobora a capacidade que as células epiteliais têm de 
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suportar uma extensa colonização de P. gingivalis sem perder a viabilidade devido à 
indução de mecanismos anti-apoptóticos pela própria P. gingivalis, como estratégia 
de sobrevivência. 
Neste estudo não foi possível detetar a presença de A. actinomycetemcomitans 
na placa subgengival das amostras colhidas o que poderá estar relacionado com 
a ausência do microrganismo na amostra de conveniência, não probabilística, e 
que foi selecionada apenas com base no julgamento crítico do investigador face 
à elevada probabilidade de deteção de ambos os microrganismos em indivíduos 
com periodontite. Não obstante, foi possível observar o A. actinomycetemcomitans 
internalizado nos tecidos periodontais. A ausência de células super-invadidas por A. 
actinomycetemcomitans está de acordo com estudos prévios que sustentam que o 
A. actinomycetemcomitans parece migrar de célula para célula (Meyer DH, 1999), não 
as sobre colonizando por forma a minimizar a apoptose celular.
A técnica de PNA-FISH mostrou-se capaz de discriminar e localizar patogénicos 
periodontais no biofilme subgengival e internalizados nos tecidos periodontais. 
Recorrendo a esta técnica, estudos futuros deverão incidir na identificação de padrões 
de colonização dos tecidos periodontais em pacientes com diferentes diagnósticos 
periodontais bem como na identificação de alterações nesses padrões em resposta a 
diferentes tratamentos de periodontais.
CONCLUSÃO
Esta investigação apresenta um novo método para discriminar e co-localizar P. 
gingivalis e A. actinomycetemcomitans em amostras clínicas em apenas algumas 
horas. Com esta técnica foi possível observar, pela primeira vez, a distribuição 
espacial simultânea destas espécies em biopsias de tecido gengival pela técnica de 
FISH. Ao abrir novas perspetivas, esta técnica tem o potencial para esclarecer o papel 
da invasão bacteriana na etiopatogenia da doença periodontal.
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|  DISCUSSÃO FINAL
A periodontite é uma doença complexa e multifactorial que resulta de um desequilíbrio 
entre a microbiota subgengival e as defesas do hospedeiro, em indivíduos suscetíveis 
(Sanz M, 2011), que culmina na perda dentária por falta de suporte periodontal. 
Os modelos de patogénese periodontal e de colonização, organização e sucessão 
microbiana no biofilme periodontal e interação deste com o hospedeiro, descritos 
no capítulo 2, constituem a base da investigação periodontal, que tem avançado 
timidamente em ciclos de aceitação e rejeição de conceitos ao sabor dos avanços dos 
métodos de microbiologia, biologia molecular e genética, sem que se produzisse um 
conhecimento definitivo sobre os fenómenos de iniciação e progressão das doenças 
periodontais, mais concretamente da periodontite. Esta realidade está bem patente 
na ausência de grandes mudanças conceptuais no que diz respeito ao diagnóstico e 
tratamento periodontal, nos últimos 30 anos. 
|  CONSIDERAÇÕES METODOLÓGICAS
O primeiro estudo desta tese sobre biofilme supra e subgengival é um ensaio clínico 
randomizado, crossover, duplamente cego segundo as guidelines do Consort group 
(Schulz KF, 2010). Tem por base a noção de que a organização das bactérias em 
biofilmes dificulta a resposta do hospedeiro e a ação de agentes antimicrobianos (Mah 
TF, 2001; Armitage GC, 2009), contribuindo para a perpetuação da doença. Visa, por 
isso, avaliar clinicamente a eficácia de métodos mecânicos e químicos sobre o biofilme 
oral, em voluntários saudáveis, com mau hálito matinal. Tipicamente, a investigação do 
biofilme oral assenta na avaliação qualitativa e quantitativa de putativos patogénicos 
(Socransky SS, 2005; Colombo AP, 2009; Park OJ, 2015;) ou na avaliação de outros 
biomarcadores, clínicos ou laboratoriais, (Serrano C, 2011; Colombo AV, 2012; Haas AN, 
2012; Rodrigues AS, 2012) usados para determinar um efeito do biofilme ou uma ação 
sobre ele. Os níveis de CSV no ar exalado estão correlacionados com a intensidade 
do mau hálito detetado clinicamente (Scully C, 2008) e, por isso, são habitualmente 
utilizados como indicadores do sucesso das terapias anti-halitose (Fedorowicz Z, 
2008; Van der Sleen MI, 2010; Kuo YW, 2013). Por outro lado, são um produto do 
metabolismo bacteriano, e por isso, podem ser utilizados para inferir o efeito de 
ações mecânicas e químicas sobre a flora proteolítica gram-negativa da cavidade 
oral, que engloba vários dos putativos patogénicos periodontais (Kishi M, 2013). 
Este facto, aliado à possibilidade de conduzir um estudo simples, pouco oneroso, 
praticamente desprovido de fatores de confundimento e com mínimas implicações 
éticas, fundamenta a opção por esta primeira investigação acerca do biofilme oral. 
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Ao contrário do que seria expectável, o primeiro estudo mostrou que a instrumentação 
mecânica, per se, não tinha um impacto significativo na redução de CSV, nem potenciava 
significativamente a ação dos colutórios com ação antimicrobiana e neutralizante do 
odor. A ação química de colutórios com formulações complexas parece ser a principal 
responsável pela redução de CSV produzidos pela flora proteolítica da cavidade oral. 
Tal como discutido no capítulo 3, estes resultados podem significar que a indução 
de mau hálito matinal pode não ser o melhor modelo para estudar a influência da 
disrupção do biofilme. Para além disso, pode ser argumentado que uma amostra 
maior talvez fosse capaz de detetar diferenças estatisticamente significativas de um 
efeito de menor dimensão. Contudo, pequenas alterações nos CSV não se revestem de 
significância clínica no que diz respeito à intensidade do mau hálito e é improvável que 
traduzam qualquer impacto significativo na flora proteolítica gram-negativa. 
A utilização de métodos mecânicos no tratamento e controlo tanto do mau hálito 
como das doenças periodontais assenta essencialmente em dois pressupostos. O 
primeiro é o de que são capazes de reduzir a carga bacteriana total e o segundo é 
que a disrupção do biofilme pode perturbar a organização e sucessão microbiana 
alterando não só a quantidade de colonizadores tardios (Teles RP, 2006) mas também 
a interação com o sistema imunitário, em benefício do indivíduo (Wang D, 2006; 
Roberts HM, 2015). A diminuição da carga microbiana total pode ser associada à 
variação em determinados parâmetros clínicos ou diretamente quantificada, ainda 
que, a exemplo da determinação objetiva da redução da quantidade de putativos 
agentes patogénicos periodontais, possa estar condicionada por vieses relacionados 
com a amostragem, com a quantificação de células mortas ou com as características 
das próprias bactérias quando avaliada por métodos moleculares como a PCR-real 
time ou o DNA-DNA checkerboard (Jervøe-Storm PM, 2007; Del Peloso Ribeiro E, 
2008; Zijnge V, 2010b; Diaz PI, 2012; Dahlen G, 2015). A compreensão definitiva das 
patologias associadas ao biofilme do ponto de vista etiológico e estabelecimento de 
terapias mais eficazes parece assim passar pela visualização in situ dos fenómenos de 
organização, sucessão, invasão e interação com o hospedeiro.
A utilização de sondas de PNA na deteção e localização microbiana pela técnica de 
FISH constituiu uma recente inovação com aplicações importantes na área da saúde 
(Cerqueira L, 2013; Machado A, 2015; Kim HJ, 2015; Rabensteiner J, 2015). Desde já por 
permitir uma deteção e localização altamente sensível e específica de microrganismos 
viáveis de uma forma rápida e com boa relação custo-benefício. Para além disso, o 
método é fácil de implementar num laboratório convencional, não necessitando de 
equipamentos específicos, além do microscópio de epifluorescência (Stender H, 2003). 
No estudo 3 pretendeu-se desenvolver sondas de PNA para dois dos mais relevantes 
putativos patogénicos periodontais, P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans, passíveis 
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de utilização em formato multiplex e a otimização da técnica para deteção em amostras 
de placa subgengival e de tecido gengival. Ambas as sondas de PNA apresentam 
uma sensibilidade e especificidade teórica muito superior às suas homólogas de DNA 
utilizadas em estudos prévios. Além disso, a otimização do processo laboratorial possi-
bilitou a definição de condições que permitiram a hibridação simultânea de cada sonda 
com o seu alvo, cortando a metade o tempo laboratorial e os consumos. A aplicação 
das sondas a uma amostra de conveniência de pacientes com periodontite permitiu 
confirmar a sua aplicabilidade a amostras de placa subgengival e biópsias de tecido 
gengival. Não foi possível detetar a presença de A. actinomycetemcomitans na placa 
subgengival das amostras colhidas o que poderá estar relacionado com a ausência do 
microrganismo na amostra de conveniência, tal como discutido no estudo 3. 
Uma das vantagens da técnica de PNA-FISH é poder ser aplicada no estudo da invasão 
dos tecidos periodontais por putativos patogénicos periodontais. E o interesse da sua 
aplicação no estudo deste fenómeno intensificou-se após se constatar, no estudo 2, 
a enorme lacuna que existe entre a dedução teórica sobre a relevância da invasão 
na etiopatogénese da doença periodontal e a existência de evidência científica que 
suporte essa dedução. De facto, existem poucos estudos sobre invasão, a maior 
parte apresentando importantes limitações como ausência de grupo controlo ou de 
critérios de inclusão e exclusão claros, resultando na inclusão de apenas 3 estudos na 
revisão sistemática sobre o tema. O desenho caso-controlo (observacional) de todos 
os estudos incluídos, o reduzido número de estudos, os dados imprecisos ou escassos 
determinaram o perfil de muito baixa qualidade de evidência da relação entre invasão 
do periodonto e a doença periodontal.
|  CONSIDERAÇÕES MICROBIOLÓGICAS
As sondas de PNA desenvolvidas permitem, pela técnica de PNA-FISH, nas condições 
definidas a identificação de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans, em amostras 
clínicas. Apesar da visualização tridimensional da placa subgengival não ser um 
dos objetivos do trabalho foi interessante notar a organização da P. gingivalis em 
microcolónias, corroborando as observações de vários autores (Noiri Y, 1997 e 2001; Zijnge 
V, 2010a). De facto, esta organização em microcolónias na camada mais superficial do 
biofilme subgengival tem sugerido uma distinção entre espécies bacterianas estruturais 
do biofilme e espécies transientes que colonizam um biofilme já estabelecido (Zijnge 
V, 2010a) e que podem ser importantes na transição saúde-doença. Porém, as mais-
valias desta técnica não assentam só na capacidade de detetar e localizar as bactérias 
alvo. O recurso à técnica de PNA-FISH permite aferir a viabilidade das bactérias no 
momento da colheita, com importantes implicações clínicas e de decisão terapêutica, 
ultrapassando as técnicas de imunohistoquímica, PCR e DNA-DNA checkerboard. 
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Além disso, uma das principais motivações para o desenvolvimento de sondas de 
PNA residiu no reconhecimento da sua robustez e potencialidades comparativamente 
às sondas de DNA (Cerqueira L, 2008), fundamentando a expectativa de que seriam 
capazes de hibridar com as bactérias internalizadas nos tecidos periodontais. Tanto 
quanto foi possível apurar em pesquisa bibliográfica, não existem estudos que 
documentem a deteção de invasão bacteriana do epitélio ou tecido conjuntivo pela 
técnica de DNA-FISH em biópsias de tecidos gengivais. Está apenas documentada a 
invasão celular, em raspados celulares da mucosa oral e da parte interna do epitélio 
da bolsa periodontal e do sulco gengival, pela técnica de DNA-FISH (Colombo 
AV, 2007). Embora demonstrem que as bactérias são capazes de efetuar invasão 
celular na presença de um sistema imunitário hostil, corroborando estudos in vitro, 
apenas demonstram invasão à superfície dos tecidos, o que talvez justifique a ausência 
de diferenças significativas entre saúde e doença. Assim sendo, e pela primeira vez, 
foi possível observar a presença de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans viáveis, 
pela técnica de FISH, internalizados profundamente nos tecidos, confirmando que 
possuem a maquinaria necessária para ultrapassar e iludir as defesas do hospedeiro e 
permanecer num ambiente nutricionalmente favorável.
|  CONSIDERAÇÕES CLÍNICAS
Apesar dos esforços das últimas décadas na clarificação da etiopatogénese das 
doenças periodontais, não é possível estabelecer (ainda) um diagnóstico periodontal 
baseado em perfis microbiológicos (Mombelli A, 2002) nem traçar um plano de 
tratamento em função da presença ou ausência de determinado patogénico perio-
dontal (Heitz-Mayfield LJA, 2013), ainda que persistam esforços nesse sentido 
(Colombo AP, 2009 e 2012; Hong BY, 2015). Não obstante, o uso de agentes 
antimicrobianos locais e sistémicos parece ter um impacto positivo no tratamento 
das doenças associadas à placa bacteriana (Fedorowicz Z, 2008; Sanz M, 2008, 
Smiley CJ, 2015). Visam a eliminação bacteriana ajudando o sistema imunitário na 
resposta ao desafio microbiano, sendo particularmente úteis em locais inacessíveis 
aos métodos mecânicos convencionais (Mombelli A, 2000). Este facto é corroborado 
pelos resultados do estudo 1 que apontam o uso de colutórios antissépticos como 
um pilar fundamental na redução de CSV produzidos pela flora proteolítica gram-
negativa. Ambas as formulações testadas mostraram bons resultados e deverão ser 
consideradas na terapia anti-halitose.
No caso da periodontite, a capacidade de internalização das bactérias nos tecidos 
faz com que exista uma enorme área inacessível. Tal como discutido no capítulo 2, 
as bactérias internalizadas poderão exercer não só uma ação tóxica direta sobre os 
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tecidos como poderão usar esta capacidade para resistir à eliminação pelos métodos 
mecânicos convencionais, agravando e/ou perpetuando a doença periodontal 
(Lamont RJ, 2000). Este facto poderá ajudar a explicar os resultados positivos 
observados na associação de antibioterapia sistémica ao tratamento periodontal 
convencional (Keestra JAJ, 2014 e 2015). Contudo, Johnson et al. (2008) observou 
a persistência de bactérias intracelulares em raspados da mucosa oral de pacientes 
com periodontite agressiva após antibioterapia. Mais uma vez, a observação de 
células descamadas à superfície da mucosa oral poderá não traduzir adequadamente 
o impacto da antibioterapia sistémica nos tecidos periodontais. Por outro lado, a 
internalização celular poderá permitir às bactérias resistir à antibioterapia sistémica 
(Eick S, 2004). Se se vier a demonstrar que a invasão dos tecidos periodontais é, 
de facto, um mecanismo chave na etiopatogénese das doenças periodontais será de 
suma importância a seleção de antibióticos que demonstrem eficácia na eliminação 
das bactérias internalizadas como coadjuvantes no tratamento periodontal. As 
características, já exploradas extensamente no capítulo 3, das sondas de PNA desen-
volvidas poderão não só ajudar a clarificar o papel da invasão da P. gingivalis e A. 
actinomycetemcomitans na etiopatogénese da periodontite como ajudar a mensurar 
o efeito da antibioterapia sistémica nas bactérias internalizadas, contribuindo para o 
seu uso racional. De facto, a rapidez e a boa relação de custo-benefício associada à 
técnica de PNA-FISH tem potencial para acompanhar a tendência atual de medicina 
personalizada permitindo, não só a identificação de situações clínicas passiveis 
de tratamento com antimicrobianos como o estabelecimento de antibioterapia 
direcionada ao microrganismo alvo ou ao consórcio microbiano, sendo inclusivé 
possível o desenho de sondas que permitam a discriminação de microrganismos 
sensíveis e resistentes a determinado antimicrobiano (Cerqueira L, 2013).
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|  CONCLUSÃO E PERSPETIVAS FUTURAS
Em suma, o estudo do biofilme oral ao longo deste programa doutoral permitiu mostrar 
que os métodos mecânicos de higiene oral não parecem ter um impacto significativo 
sobre a flora proteolítica gram-negativa produtora de CSV, nem potenciar a ação, por 
si só significativa, de associações de CHX-CPC-ZN e CHX-triclosan-ZN, veiculadas em 
colutórios orais, na redução de CSV. Adicionalmente, demonstrou-se a inexistência de 
evidência científica que suporte o conceito de que a invasão bacteriana dos tecidos 
periodontais tem um papel relevante na etiopatogenia das doenças periodontais. 
Estes achados motivaram o desenvolvimento e otimização de sondas de PNA para a 
identificação e localização simultânea de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans, 
com as quais foi possível observar, pela primeira vez pela técnica de FISH, que ambas 
as bactérias parecem ser capazes de invadir profundamente os tecidos gengivais e 
permanecerem viáveis numa localização intragengival.
Para clarificar a organização e sucessão microbiana no biofilme periodontal e a sua 
interação com o hospedeiro, bem como a resposta às intervenções mecânicas e 
químicas, mais estudos são necessários, para os quais apresentamos uma técnica 
molecular com grandes potencialidades. Mais concretamente, a aplicação das sondas 
desenvolvidas poderá clarificar tanto o papel da P. gingivalis enquanto patogénico-
chave na iniciação e progressão da periodontite, pelas suas características invasoras 
e de modulação do sistema imunitário, como o papel da invasão do leucotóxico A. 
actinomycetemcomitans, particularmente na periodontite agressiva, num grande 
estudo comparativo entre saúde e doença. Ademais, poderão ser uma mais-valia na 
visualização do impacto da terapia periodontal mecânica convencional com ou sem 
antibioterapia sistémica no biofilme supra e subgengival, bem como nas bactérias 
internalizadas nos tecidos periodontais, como parte das observações colhidas em 
ensaios clínicos randomizados em pacientes com periodontite crónica e agressiva. 
Estes estudos poderão ser enriquecidos com o desenho de sondas para outros 
conhecidos putativos patogénicos periodontais através da técnica de CLASI-FISH 
aumentando exponencialmente a capacidade de discriminação bacteriana, num 
único campo de visão. 
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